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クロマツにおける EST (ExpressedSequenceTag) 多型の利用
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要旨:テーダマツで報告された EST (ExpressedSequenceTag) マーカーが，クロマツで利用可能なのかを明らかに

するとともに， EST の多型を用いて互いの連鎖地図の一部を連結する目的で，遺伝子増幅を行った。 117 プライマ一

対のうち 72 対 (62%) で単一の断片が増幅された。その他のプライマ一対では全く増幅がみられないか，検出強度が

著しく低かった。これら 72 プライマ一対のうち 16 対で得られた増幅断片の制限断片長多型を 10 酵素種で調べたとこ

ろ， 3 プライマ一対の増幅断片で多型が見られた。これらの 3 多型は人工交配家系で遺伝的分離を示した。このうち

マーカー PtI FG8898 は 耐虫東奥育 17 号の自然交雑種子由来の大配偶体で， 1:1 の期待比に適合する 54 :41 の分離

を示し，既存のクロマツ連鎖地図中の第 10連鎖群に位置づけられた。このマーカーは，テーダマツの第 4 連鎖群に位

置することがすでに明らかにされているため これらの連鎖群は互いに相同であると推定された。マツ類の中でテー

ダマツは， EST開発のもとになる発現遺伝子の塩基配列が最も明らかにされている樹種の 1 つである。今後，この情

報をうまく活用し クロマツの連鎖地図の充実に役立てることができると考えられる。

緒

われわれは，既報においてAFLPおよびRAPDマーカーによるクロマツの連鎖地図を作成した 3)。この連鎖地図は，

ゲノムの約80%をカバーするとともに第 1 連鎖群にマツバノタマパエ抵抗性遺伝子が位置することが明らかになっ

ているが，その他に有用形質の育種に利用可能な情報を現時点では含んで、いな t)3)。したがって，より多くの DNA

マーカーや遺伝子を地図上に位置づけて実用性の高いものにする必要があり そうして得られる連鎖地図は育種を
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効率的に進めるために役立てることができると期待されている。

一方，テーダマツでは，多くの発現遺伝子の塩基配列が明らかなり，この情報にもとづき多数の EST (Expressed

SequenceTag) マーカーを含む連鎖地図が報告されている 10) 。遺伝子の塩基配列は近縁の種間では保存性が高いと

考えられているため，テーダマツの EST をクロマツに利用することにより，新たにマーカーを開発する手聞を省く

とともに，機能が明らかな遺伝子を比較的容易に連鎖地図に位置づけられると期待される。さらに，テーダマツで

は.成長，容積密度等さまざまな形質の QTL が明らかにされているための 4) 5) 9) , EST等の「橋渡しJ マーカーに

より種間で連鎖地図を連結することにより，既知の有用形質に関する情報を共有できる可能性がある。

そこで本報告では，テーダマツで開発された ESTプライマ一対がクロマツでどの程度増幅可能なのか検討し，そ

の制限断片長多型を利用して連鎖地図に位置づけ，テーダマツの連鎖地図と連結することができたので，これにつ

いて述べる。

2 材料と方法

2.1 供試材料

クロマツのマツバノタマパエ抵抗性個体である耐虫東奥育 8 号 (R8) ， 11 号 (Rl l)， 14 号 (RI4) ， 16 号 (RI6) ,

17 号 (RI7) ， 27 号 (R27) ，感受性個体の被害木 6 号 (S6) ，交配家系 No.14 (RI7xR14) , No.16(RI7xS6) ，アカマ

ツとしてマツノザイセンチュウ抵抗性個体の岡山132号の針葉およびR17の自然交雑種子の大配偶体を分析に用いた。

2.2 DNA抽出

針葉および大配偶体からの DNA 抽出の手順は既報 6) と同様で、ある。

2.3 EST の多型検出

本研究ではアメリカ農務省 (USDA) を中心に進められている EST プロジェクトで開発された 117 プライマ一対

を用いた。 25μl の反応液を，鋳型 DNA25ng , 20mMTris-HCI(pH8.4) , 50mMKCI ,1.5mMMgCh，各 dNTP

0.2mM ，各プライマー 5 pM , TaqDNA ポリメラーゼ IV の組成に調整した。サーマルサイクラー PTC・200 (MJ

Research) を使用して. Temesgen らの反応温度条件 10) により遺伝子増幅 (Polymerase ChainReaction, PCR) を

行った。得られた PCR産物 2μl を下記の制限酵素で処理し， 2%アガロースゲル上で電気泳動を行い，多型を示

す制限酵素を選抜した。制限酵素処理の反応液組成，温度条件はその製造元が推奨する方法で、行った。

使用した制限酵素は， AluI , HaeIII , HhaI.HinfI.MboI , MseI.MspI.NeiI.RsaI , SerFI の 10 種である。

2.4 連鎖分析

耐虫東奥育 17 号の大配偶体で遺伝的分離を示した EST と，既報 3) の AFT .lP および RAPD マーカーの分離データを

合せ，コンビュータ・プログラム MAPMAKER/EXP 3.07)8) を使用して連鎖分析を行った。 EST が座乗する連鎖群

を知るために iGroupJ コマンドを，連鎖群中の最良なマーカーの位置を明らかにするために iTryJ コマンドを実

行した。また， iRippleJ コマンドでマーカーの順序を再確認した。マーカ一間の地図距離の算出には， Haldane 地

図関数を用いた。
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3 結果
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3.1 増幅断片の制限断片長多型

検討した 117 対の EST プライマー(芽ばえの針葉由来 60 対，辺材部由来 57 対)のうち 72 対でテーダマツと分

子量の同じ増幅断片が得られた。その他については，全く増幅されないか検出強度が著しく低かった。この 72 プ

ライマ一対中半数の 36 対はテーダマツの連鎖地図上に位置づけられている。そこで 36 プライマ一対中 11 対を含

む 16対について交配親問で制限断片長多型の有無を検討したところ，プライマ一対 PtIFG2290.P日FG2358 (針

葉由来)， PtIFG8898(辺材由来)において，クロマツの個体問で多型が検出された。

PtI FG2290 では，制限酵素 HinfI による切断後，全個体で約 350bp および約 500bp の断片が，さらに R8 ， 14 , 16

およびアカマツ岡山 132 号ではもう 1 個の断片(約 840 bp) が検出された(図 1 上段)。約 840 bps の断片は peR 産

物そのものであるので，これが検出された R8 ， 14, 16 およびアカマツ岡山 132号はヘテロ接合型 (AB) ，検出されな

い Rll ， 17 ， 27 ， S6 はホモ接合型 (BB) と想定し，このことを確認するために Fl 家系 R17xR14 での遺伝子型の分離

を調査した。 Fl では，分離比が AB: BB=8:7 となり，期待分離比 1 :1 に適合した(図 1 下段，表 1 )。
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図 1. EST 多型 (P tI FG2290/ 印'nf I)

レーン 1 ， DNA サイズマーカー(l OObp ラダー)

上段:レーン 2 ，耐虫東奥育 17 号;レーン 3 ，同 14 号;レーン 4 ，被害木 6 号;

レーン 5 ，耐虫東奥育 16 号;レーン 6 ，同 8 号;レーン 7 ，同 27 号;レーン 8 ，同 11 号;

レーン 9 ，アカマツ岡山 132 号

下段:レーン 2・16 ， Fl(耐虫東奥育 17 号 x 同 14 号) 15 個体
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表 1 クロマツで得られた EST 多型

ブライマーの筏基配列 (5'-ゅ3')

マーカー名 フォワード1JI1J PCR産物の断片長 予想される機能 備j綴酵素 分離集団 分経比

I) パース哲UJ (kb)

PtlFG2290 AGCITGCAGCATCAACCG 係。 Lightharvesting HimI R17(BB)XR14(AB) AB:BB 砿8:7

GAACCAAACAGCITCAGGACC
印mplex chlorophyll

albbindingprotein

PtlFG2358 GTTAACCCTCGAGGAGACATG 330 MseI R17( 邸)X R14(AB) AB:BB=13:9

GCITCCACAGTCCACAATCTG R14(AB)XR17(BB) AB:BB ぉ12: 8

PtIFG8898 ATGGGGGTGCAGCATAAAC 1150 Transmembrane HhaI R17(AB)XR11(AB) AA:AB:BB=1:8:5

GGGATGGCAACAACAAAAAG
pr，耐 inWD4 かrepeat

RI7(AB) 稜子大阪{肉体 A:B=54:41
防府 i

PtIFG2358 では，制限酵素 MseI による切断後， R8 で約 330bp の PCR 産物のみが検出され， R8 , 14 玖外では約

280bpの断片のみが検出され元の断片は検出されなかった(図 2 上段) 0 R14では，これら 2舗の断片がともに検出

された。したがって R8 がホモ接合型 (M) ， R14 がヘテロ接合型 (AB) ， Rll , 16 , 17 , 27 哩 S6 およびアカマツ関

山 132号がホモ接合型(BB) と想定し R17およびR14の棺互交臣家系で遺伝子製の分離を調査した。 Fl家系R17xR14

では AB: BB=13:9 となり 1 :1 の期待分離比に適合し(図 2 下段) ，これは正逆 Fl 家系の R14xR17 でも同様だっ

た(表1)。

PtIFG8898 では，制限酵素 HhaI による窃翫後， R14 , 27 およびアカマツ岡山 132 号で約1l50bp の PCR産物のみ

が検出され， 56 , R8 では約 1000 bp の断片のみが検出された。また， Rll , 16 , 17 では，これら 21顕の酷片がとも

に検出された(醤 3 上段)。したがって， R14 , 27 およびアカマツ関山 132号がホモ接合型 (M) ， Rll , 16 , 17 が
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図 2. EST 多型 (P tI FG2358/Mse I)

レーン 1. DNA サイズ、マーカー(lQ Obp ラダー)

上段:レーン 2 ，耐虫"*奨育 17 ""ま;レーン 3 ，同 14 号;レーン 4 ，被寄木 6"" ま;

レーン 5 ，耐虫楽奥育 16 ~手;レーン 6. 同 8 号;レーン 7. 同 27 号;レーン 8. 同 11 号;

レーン 9. アカマツ岡山 132 号

下段:レーン 2-23. Fl(耐虫東奥育 17 号 x 同 14 号) 22 偲体
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悶 3. EST 多型 (P tI FG8898/ Hha1)

レーン 1 ， DNA サイズマーカー(l∞ bp ラダー)

上段:レーン 2 ，耐虫東奥育 17 号;レーン 3 ，同 14 号;レーン 4 ，被議木 6 号，

レーン 5 ，耐虫東奥育 16 号;レーン 6 ，同 8 号;レーン 7 ，岡 27 号;レーン 8 ，問 1P 手;

レーン g ，アカマツ関 111132 号

中段:レーン 2-17 ，耐虫東奥育 17 号種子の大配偶体 16 個体

下段:レーンユ 16 ， Fl(同 17 号x被害木 6 号) 14 個体

ヘテロ接合禁 (AB) ， S6 ，郎がホモ接合裂 (BB) と想定し 剥7 の種子大配斜体および、仏家系 R17xRll における

遺松子型の分離を調査した。大配偶体では分離比が A:B=54: れとなり， 1:1 の期待分離比に適合した(図 3 中

段，表 1 )。刊では AA :AB:BB=1:8:5 となり， 1:2:1 の期待分離比に適合しなかった(圏 3 下段，表 1 )。

3.2 PtlFG8898 のマッピング

PtIFG8898 と既知のAドLP およびRAPD マーカーの分離データを合せ， MAPMAKERの fGroupJ コマンドで検討

した結果， PtIFG8898 はクロマツ連鎖地陸中の第 10 連鎖群に婦関することが確認された。第 10 連鎖群中での

PtIドG8898 の位誼を fTηTJ コマンドで検討した結果. AFLP マーカーである ACA/CCAA132 および、 ACT/CCTAI27の

潤に康乗し，前者から 6.4 eM ，後者から 4.4 eM の佼誼にあることが明らかになった(罰的。
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'PtIFG8898------

.Pt1FG8887
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クロマツ第 10連鎖群

PtlFG9157

テーダマツ第 4連鎖群

II 州
OPAS02s10

図 4. クロマツとテーダマツの連鎖地図の連結

4 考察

テーダマツの cDNA クローンの塩基配列から開発された EST プライマー 117 対のうち 60 プライマ一対は芽ばえ

の針葉由来，残りの 57 プライマ一対は辺材由来である。クロマツでは 針葉由来の 60 プライマ一対のうち 26 プラ

イマ一対 (43%) ，辺材由来の 57 プライマ一対のうち 46 プライマ一対 (80%) 全体では 62% にあたる 72 プライマ一

対で単一の増幅断片が得られた。 Brown ら1)は，分類学上クロマツと同じ Sylvestres 亜節に属するヨーロッノ fアカ

マツではテーダマツの EST のうち約 75% が利用可能で、あることを報告している。本報告では若干これよりも低い

値であり特に針葉由来の EST で顕著であった。

クロマツで増幅が見られた EST のうち 16 プライマ一対(針葉由来 10 対 辺材由来 6 対)について制限断片長

多型の有無を調べた結果， 3 プライマ一対(針葉由来 2 対，辺材由来 l 対)で交配親聞に多型が見られ， Fl では共

優性遺伝していた。このうち， PtI FG8898 は大配偶体において 1 :1 の期待比に適合する遺伝的分離を示した。さら

に，アカマツにおいてもクロマツと全く同様に遺伝子の増幅がみられたことから テーダマツの ESTがクロマツの

みならずアカマツにおいても遺伝マーカーとして十分利用可能であることが示唆された。

テーダマツの連鎖地図上には現時点で 56個の EST 多型が座乗しており，このうち 11 個が本報告と同じく制限断

片長多型を用いたものである。本報告では， 16 プライマ一対による増幅断片の制限断片長多型の有無を検討し， 1

個の EST 多型を連鎖地図に位置づけることができたが，これは必ずしも効率的な結果とはいえない。 Temesgen ら

はこの他に， DNA の二重構造の遠いをゲル上で分離することによって塩基配列の変異を検出する DGGE

(denaturinggradientgelelectrophoresis) を用いている 10) 。この方法は，遺伝子増幅後すぐに分離できるため今回

用いた方法よりも効率的に多型を検出できるといわれている。今後 DGGE 等の変異の検出が容易な方法を検討する

必要がある。
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これまでに作成されたクロマツの AFLP および RAPD マーカーによる連鎖地図は ゲノムの約 80% をカバーし第

1 連鎖群にマツバノタマパエ抵抗性遺伝子が位置することが明らかになっているがその他に有用形質の育種に利

用可能な情報を現時点では含んでおらず，連鎖群の数もクロマツの単相染色体数 (n=12) に収束していな L リ)。し

たがって，今後さらに多くのマーカーや遺伝子を連鎖地図に組み込むことにより 12の連鎖群でゲノム全域をカバー

する実用性の高いものにする必要がある。 RAPD や AFI..P などの優性マーカーは 多くの多型マーカーを得られる

利点、があるものの，不特定多数の DNA 断片を増幅するため，マーカー自体の機能が明らかではない。また，多型検

出の適否を明らかにするために，多数のプライマーを用いて分析を行う必要がある。マツ類の中でテーダマツは，発

現遺伝子の塩基配列が最も明らかにされている樹種の 1 つであり この塩基配列をもとに多くの EST が開発されて

いる。さらに，遺伝子の塩基配列は，近縁の種間では保存性が高いため，多くの EST マーカーをクロマツに利用す

ることが可能だと考えられる。 EST は機能が明らかであることに加え 塩基配列中に塩基置換等の変異が多く存在

するため，これを安価で、容易な方法で検出できれば DNA マーカーとして非常に有用で、ある。したがって EST マー

カーを用い，マーカー開発に必要なコストや時間を削減するとともに，連鎖地図に遺伝子を効率的に位置づけるこ

とができると考える。

PtI FG8898 は，テーダマツおよびスラッシュマツのそれぞれの連鎖地図で第 4 連鎖群に位置しており，これらの

連鎖群は相同であることがすでに明らかになっていることから1) 10) これらとクロマツの第 ]0 連鎖群とは相同であ

ると考えられる(図 4 )。テーダマツの連鎖地図では，成長，容積密度等の有用形質に関わる QTL の位置が明らか

にされているため 2) 4)5)9) クロマツの連鎖地図との統合を進め相同な連鎖群を明らかにすれば， QTL の存在位置に

関して重要な知見が得られると期待される。また，染色体上での遺伝子の位置関係を種間で比較することにより，ゲ

ノムの構造変異や進化に関する情報が得られると考えられる。
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TransferabilityofEST(ExpressedSequenceTag)
developedinloblollypinetoJapaneseblackpine

EijiHayashi(l) , Teiji Kondo(l) , Kimio Terada(2) , Noritsugu Kuramoto(1)

andShivShankharKaundun(3)

Summary:TransferabilityofEST(ExpressedSequenceTag)primerpairsreportedinloblollypine(Pinustaedat.)

wasassayedinjapaneseblackpine(P.thunbel 玄ii ParI.).OutofonehundredseventeenESTprimerpairs,72pairs

(62%)amplifiedasinglefragmentrespectively.Restrictionanalysesofthefragmentsobtainedfrom16outofthe72pairs

wereperformedtodevelopCAPS(Cleavedamplifiedpolymorphicsequences)markers.Threefragmentsweredeｭ

tectedpolymorphismsamongprogenyofcontrolledcrosses.Oneofthepolymorphisms, PtlFG8898,showed1:1segreｭ

gationamongmacrogametophytesderivedfromaresistanttreeagainstpineneedlegallmidge,R17.ThePtlFG8898was

locatedonthelinkagegrouplOonamapofjapaneseblackpine.Sincethemarkerhasbeenreportedtobeonthe

linkagegroup4inmapsofloblollypineandslashpine(P.elliottiiEnglm.),theselinkagegroupsmaybehomologousto

eachother.Utilizationoftheinformationofmarkerrichspeciesintojapaneseblackpineisimportanttoprogressastudy

ofgeneticsinthispine.TheresultsobtainedhereshowedthatitispossibletoplacethereportedESTmarkersonthe

linkagemapofjapaneseblackpine,andthatthesemarkerscanbeusefultointegratethelinkagemapofdi 百'erentpine

speCIes.
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