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アカシア・マンギウムSSRマーカーの開発
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Keiya Isoda(I) and Atsushi Watanabe(l) 

Development of SSR markers for Acacia mθngium 

要旨:熱帯産早生樹稀で主にパルプ用材として，東南アジアを中心に大規模植林が行われているアカシア・マン

ギウムに有用なSSRマーカーを開発した。エンリッチメント法により作成した濃縮ゲノミックライブラリから，

99種類のSSRを合む領域の塩基配列が得られた。このうちの半数は，プライマーを設計することができないなど

の問題があった。今回， 12種類のプライマー組を設計し， PCR増幅を行った結果 6種類の多型的SSRマーカー

が得られた。これらのマーカーを近縁種で雑種を作ることで知られているアカシア・アウリカリフォルミスに適

用したところ，アカシア・マンギウムと同様の対立遺伝子が検出された。両種聞に特異的な対立遺伝子を保有す

るマーカーは見られなかったため，単純な雑種判別には用いることができないが，個体識別や，花粉親同定など

に利用可能と考えられる。これまでに報告されているマーカーに，今回開発したマーカーを加えることにより，

アカシア・マンギウム採種林および雑種採積林における花粉動態や，採種林から得られる種子の両親を決定する

ことによる品質評価などが，より高精度で可能となると考えられる。
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はじめに

アカシア・マンギウム (Acaciamαngium)は熱帯性のマメ科植物で，オーストラリア北部やニューギニアな

どに自生する。成長が早く，土地に対する適応力が高いことなどから，東南アジア諸国で、パルプ用材として大規

模な植林が行われている。また，近縁種のアカシア・アウリカリフォルミス (A.auriculiformis) としばしば種

間雑種を形成するが，その生長力の高さから，雑種個体(ハイブリッドアカシア)による植林も広く行われるよ

うになってきた(古越， 2003)。現在植林に用いられている材料は，アカシア・マンギウムもしくは雑種，いずれ

の場合も由来が明確でない種子を使用したものがほとんどであり，改良することによりさらなる高収量が見込ま

れる。最近では，アカシア・マンギウムをパルプ用材としてだけではなし家具用材としても利用する試みもな

されており，改良種子に対する需要は高まると思われる。

1992年から2002年にかけてJICAのプロジェクトとしてインドネシア林木育種計画が行われた (Kurinobu

1999， Kurinobu and Rimbawanto 2004)。ここでは，アカシア・マンギウムの実生採種林を造成し，そこから得

られた優良種子を用いて，第2世代の採種林まで造成された。このプロジェクトの中で， DNAマーカーによる採

種林内の花粉動態の調査が行われた (Yuskiantiand Isoda 2002) 0 Butcher etαl. (2000)により開発されたSSR

マーカーのうち，有用であった12マーカーを用いて採種林内の全個体を対象に父性排除検定をおこない，花粉の

有効飛散距離などに関する知見を得た。しかし，用いた12マーカーでは花粉親の同定能力に限界があり，さらに

多くのマーカーが必要で、あることが示唆されている。本研究では，アカシア・マンギウムの採種林管理をサポー

トするための，新たなSSRマーカーを開発することを目的とした。

2 材料と方法

2. 1 供試材料とDNA抽出

林木育種センター熱帯温室に保存されているアカシア・マンギウムの成葉から改良CTAB法(白石・渡辺，

1995)によりDNAを抽出し， SSRマーカーの開発に使用した。また，その後の解析のために，インドネシア中部

ジャワ州のウォノギリにある実生採種林よりアカシア・マンギウム，アカシア・アウリカリフォルミスおよびそ

れらの種間雑種と思われるもの各5個体，インドネシアの南カリマンタン州プライハリにある実生採種林のアカ

シア・マンギウム l母樹の葉および種子8粒を採取し，同様にしてDNAを抽出した。

2. 2 SSRマーカーの開発

SSRマーカーの開発は，ビオチンラベルしたSSRプロープによるエンリッチメント法 (Hamiltonet al. 1999， 

Fukatsu et al. 2005)により行った。本法の概要を図 lに示した。今回，ゲノムDNAを切断する制限酵素は

Nhe 1， HhαIおよびAlu1の3種類を用い， SSRプロープにはACの10回繰返しを用いた。塩基配列はBigDye

Terminator v3. 1 Cycle sequencing Kit (Applied Biosystems)を用いてGeneAmp9700 (Applied Biosystems) 

でシーケンシング反応し，これをABIPrism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)で電気泳動，

sequencher 4. 1 . 4 (Gene Code)で解析することにより決定した。得られた塩基配列情報から，有用なもの

についてOLIGO4.0ソフトウェア (NationalBiosciences)を用いてプライマーを設計した。各プライマーは，
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3個体のアカシア・マンギウムを用いてPCR増幅後， 1 %アガロースゲ、ル電気泳動により増幅の有無を調べ，増

幅が見られたものをSSRマーカーとして以下の実験に供した。

1 制限酵素処理
Nhelを含む複数の酵素での切断
一平滑末端化 (MungBean Nuclease処理)
一脱リン酸化処理 (CIP処理)

て亡ユ7
2 SNXリンカーのライゲーション
ーライゲーション (Xmn1で切りながら)
-PCRによるライゲーションチェック

」ユ7

3 エンリッチメント
ーハイブリダイゼ←ション

Dynabeadsへのプロープの結合
洗浄とDNAの同収

↓ 

濃縮ゲノミックライブラリ

」二ユ7
4 ク口一ニング

-SNX-fリンカーをプライマーとしてPCR
-Nhelによるリンカーの切断
ーベクターへの挿入

トランスフォーメ←ション，クローニング

六三ユ7
5 コロニー PCRによるスクリーニング

て亡ユ7
6 シーク工ンス

図-1 本研究で用いたSSR開発手順の概要

2. 3 SSRマーカーの評価

開発したマーカーを評価するため， Ml3-Tailing法 (Schuelke2000， Boutin et al. 2001)により，まずアカ

シア・マンギウム 5個体を用いて多型性を調べた。次に，多型的であったマーカーについて，アカシア・マン

ギウム l母樹から採取した 8種子とその母樹の遺伝子型解析を行った。また，アカシア・アウリカリフォルミ

スおよび、雑種個体についても開発したマ←カーが利用できるかどうかを，それぞれ5個体について遺伝子型解析

することにより調べた。 PCRは10μl中に 1X PCR buffer， 200μM dNTPs， 2 mM MgCb O. 01μMM13 

tailed forward primer， O. 15μM reverse primer， O. 15μM FAM-labeled M13 (-21) primer(5'ー
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TGTAAAACGACGGCCAGT-3'， Applied Biosystems)， O. 25U Taq DNA polymerase (Invitrogen) ，経J20ng

テンプレートDNAの反応組成で， PTC-200 (MJ Research)を用いて行った。まず940Cでl分間変性させた後，

940Cで30秒， 63-540C (1サイクルごとに 1oC減少，タッチダウンPCR法 (Donet α1. 1991))で30秒， 720Cでl

分を10サイクル行い，その後940Cで30秒， 530Cで30秒， 720Cでl分を30サイクル繰返し，最後に720Cで10分間

伸長反応させた。 PCR産物はABIPrism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)でGeneScan350 size 

standard (Applied Biosystems)とともに電気泳動し， Genotyper 3. 7 (Applied Biosystems)によりサイズを

決定した。

3 結果と考察

3. 1 SSRマーカーの開発

今回， Hamilton et al. (1999)のエンリッチメント法により濃縮ゲノミックライブラリを作成した。これをク

ローニングして得られたコロニーから， (AC) 10フoライマーを 3番目のプライマーとしたコロニーPCRによって，

SSR領域の有無をスクリーニングした。その」例を図-2に示した。

図-2 SSR保有クローンのスクリーニングのためのコロニーPCR産物の電気泳動像.
* : SSR配列を保有していないと思われるクローン， M:サイズマーカー
(lOObpラダー)

レーン 1，4，5，6(図中アスタリスクで示した)はバンドが l本しか見られないが，それ以外は 3本みられ

る。 SSRを含むクローンは，通常のコロニーPCR(T 3およびT7プライマーによる l本のバンドが見られる)

に加え， (AC) 10フ。ライマーとの間でも増幅反応が起こるため， 2本以上のバンドが観察される。 192個のコロニー

を対象にスクリーニングしたところ， 128コロニーで陽性(2つ以上のバンドがみられる)となり，+分に高い濃

縮効果があったことが示された。 128クロ」ンのうち， 105クロ←ンについて塩基配列を決定することに成功した。

このうち 5クローンは， 5回以上の繰返し配列が見られず，擬陽性であった。また， 2クローンは同ーの領域で

あった。最終的に99のSSRを含む領域の塩基配列が得られた。このうちプライマーを設計するために十分な長さ

のフランキング領域と，比較的多くの繰返し数をもち，近傍にモノヌクレオチドリピートを含まないものは48

あった。

今回は，その中から12領域を選びプライマーを設計した。これらのプライマーを用いてアカシア・マンギウム
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3個体のPCR増幅を試み，アガロースゲ、ル電気泳動を行ったところ 3プライマー (bcAM011，015， 054) では

増幅が全く見られず， bcAM043は l個体のみ， bcAM102は2個体のみが増幅可能であった。残りの 7プライマー

は概ね良好な増幅を示したが， bcAM085は2本のバンドが見られた。良好な増幅を示した 7プライマーについ

て，アカシア・マンギウム 5個体を用いてABI3100 Genetic Ana1yzerによる増幅フラグメント長の解析を行っ

た。その結果， bc馴 028は単型的であったため，これ以後の解析から除外した。最終的に 6プライマー

(bcAM013， 016， 085， 091， 105， 108) を有用なSSRマーカーとした(表一 1)。なお，各マーカー領域の塩基配

列上に既報のプライマー (Butcheret αl. 2000)配列は無いことから，これらは新しいSSRマーカーであると考

えられる。

フチモ力マ

表一 I エンリッチメン卜法により開発したアカシア・マンギウムのSSRプライマー

bcAM011 (AC) 14 

bcAM0l3 (CA)8 (TA)6 GC (GA)s CA (GA) 8 

bcAM015 (AC)lZ 

bcAM016 (CA) 13 

bcAM028 (CA) 5C (CA) 6 (TA) 6 

bcAM043 (AC) 9 AA (AC) 6 

bcAM054 (CT)zc 

bcAM085 (AC) 9 

bcAM091 (CT) 14 

bcAM102 (AC)19 

bcAM105 (TG) 14 

bcAM108 (GT) 8 

プライマー配列(5 '→ 3 ') • 増幅帥

f: (M13)-AGGTAAATACGTGTATGCTAATC × 

r: CAACCTTCCCTTT ACTT ACTC 

f: (M13)ーCGCACTTCAA下TATTTTCAAC 。
r: GCCACCGT AAAGGT AAGAAC 

f: (M13)ーCTCCACC了TGAAGAATAATCATC × 

r: TTTT AAGGGGAGAACT AAAGAAG 

f: (M13)ーTTGTGCAGAAAAACAAGACC 。
r: CGGAGCACT AAAATCAAATG 

f: (M 13) -GCCCAGATGGACATCACAAC 。
仁 ATAACGACAAGCGGAGGTATAAG

f: (M13)-GTTGAGAGGCATCCTTTAACAC 1/3 

r: CCACTTTCGTTTTTG下TATTTTC

f: (M13)ーTTGAAGTCTCGACGACAGTG X 

r: AA T ACTTCCCAAGAGAAGATCC 

f: (M 13) -AGGGTTCAAGCATCTTCTTC 。
r: TGGGAGGCTTTGAGT A T AGG 

f: (M 13) -CTCTCCCCACCTGCACCTAC O 

r: AACCCCACCACAGT AAAATGAC 

f: (M13)司CATTCCTCCCTCTTTCATTAAAC 2/3 

r: GA TTGTGATGGTGGTGT A TGTG 

f: (M13)-AAAAGGTGGAGATTGTGATAGAC O 

r: A TT ACCAGGCA TT AGA TT AAAGAG 

f: (M13)一CCAAAAGTACAGCCAATACTAAG O 

r: CACAACCTCGAATGAAAATC 

事f: forwardプライマー， r・reverseプライマー， (M13)はテイル配列 (TGTAAAACGACGGCCAGT)を示す
帥PCR産物をアガロースゲル電気泳動した結果， 0: 3個体全てで増幅号 x 増幅せず， 1/3目 1個体のみ増幅，
2/3 : 2個体増幅
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3.2 開発したマーカーのメンデル遺伝の確認

開発したマーカーが次世代に受け継がれ，そのときメンデル遺伝をするかどうかは，種子を解析することによ

り調べることが可能で、ある。図 3にbcAM085を例として示した。母樹は150と156のアレルを保有している。
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九E弱J国I 
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S815Jsa 
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図 3 bcAM085によるアカシア・マンギウム種子と母樹の遺伝子型解析結果
p:母樹， S:種子

その下の種子をみると， 150もしくは156のアレルのいずれかを保有していることが分かる O すなわち，母樹の

もつ2つのアレルが分離して次世代に受継がれるメンデルの法則に適合する。実際にメンデ、ル遺伝を検証するの

であれば，複数家系のより多くの種子を用いた解析が必要で、あるが，今回は家系8種子の解析による確認だ

けとした。同様の解析を他の 5マーカーについても行った(表 2 )。

表-2 アカシア・マンギウムの種子およびその母樹における 6つのSSRマーカーの遺伝子型

bcAMOI3* bcAMOI6* bcAM085本 bcAM091* bcAM105* bcAM108本

母樹 183 182/184 150/156 184/186 149 163/164 

種子1 183/187 182/184 148/156 174/184 133/149 163/164 

種子2 175/183 182/184 148/156 174/184 149 160/164 

種子3 175/183 182/184 148/156 174/184 149 160/163 

種子4 175/183 182 148/150 174/184 149 160/164 

種子5 183 184 148/156 184 149 163 

種子6 175/183 182/184 148/156 184/186 133/149 160/163 

種子7 183/187 182/184 148/150 174/186 133/149 164 

種子8 183 184 150 ND紳 149 157/164 

ホ母樹の遺伝子型と同ーのものを太字で示した
紳解析上の問題により検出できず
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bcAMOl3と105は母樹がホモ接合体であったため全ての種子で母樹のもつアレルが検出された。他の 3マー

カーはし〉ずれかのアレルが種子で、検出され，矛盾なく分離していることが確認された。

3.3 アカシア・アウリカリフォルミスへの適用

アカシア・アウリカリフォルミスはアカシア・マンギウムときわめて近縁な種で， しばしば自然雑種を作るこ

とが知られている。雑種は雑種強勢を示すことがあり，それらを用いた植林も実用化されている。これまでは，

偶然見つかった少数の雑種をクローン増殖により増やし，植林されてきたが，今後は遺伝的に優良な個体同上の

交配や遺伝的により多様な雑種個体による植林が必要となってくると予想される。そのため，雑種を効率的に作

出するための雑種採種林などの造成も試みられており，今後遺伝的に多様な雑種個体が作出されると思われる。

これに際して，雑種判定や交配親の同定などの技術が必要となる。雑種判定に関しては，黄ら (2005)によって

開発された共優性SCARマーカーが簡便かっ低コストであることから非常に有用であると思われる O 交配親の同

定については，多型性が高く，対立遺伝子の多いSSRマーカーが有用であると考えられる。よって，今回開発し

たSSRマーカーがアカシア・アウリカリフォルミスに問題なく使用できるかどうかを調べるため，アカシア・ア

ウリカリフォルミスおよび雑種各5個体についてSSR解析を試みた。

図 4 ，こbc品目85でト検出されたアレルの例を示した。
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4 
図-4 bcAM085によるアカシア・マンギウム，アウリカリフォルミスおよび雑種の遺伝子型解析結果
A:アカシア・アウリカリフォルミス， H:雑種， M:アカシア・マンギウム

アカシア・マンギウムでは150，152， 156および160のアレルが検出され，このうち152のアレルはアカシア・ア

ウリカリフォルミスおよび雑種においても検出された。このように，このマーカーは両種が共通のアレルを保有
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していることが判明した。一方， bcAMI05ではアカシア・マンギウムでは147"-'158のサイズのアレルが検出され

たのに対し，アカシア・アウリカリフォルミスでは127および131のアレルが検出され，雑種では両方のサイズの

ものが検出された(図-5)。

図-5 bc品 tl105によるアカシア・マンギウム，アウリカリフォルミスおよび雑種の遺伝子型解析結果
A:アカシア・アウリカリフォルミス.H:雑種.M:アカシア・マンギウム

この結果からは，このマーカーは雑種判定にも使用できそうではあるが，種子の解析ではアカシア・マンギウ

ムにおいても133のアレルが出現しており，より多くのサンプルによる種特異性の判断が必要と思われる。その他

のマーカーについても，アカシア・アウリカリフォルミスおよび雑種での増幅が可能であった(表-3)。よっ

て，今回開発したマーカーはアカシア・マンギウムの採種林における調査だけでなく，両種により構成された雑

種種子を得るための採種林においても利用可能で、あると思われる。

今回開発したマーカーを既報のマーカーと併せて使用することにより，花粉動態を明らかにし，それに基づい

て採種林の改良を行うことにより，より高い育種効果が期待される。また，採種林で生産される種子の両親を同

定し，精英樹間交配の頻度などを推定することにより，その採種林産種子の品質評価に利用できると考えられる。
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アカシア・アウリカリフォルミ表 3 6つのSSRマーカーについてアカシア・マンギウム，
スおよび雑種の各5個体で検出されたアレル
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Summary : Polymorphic SSR markers were developed and characterized in Acαclαmαngium， which is a 

tropical fast growing species widely planted in South-east Asia for pulp production. From enriched genomic 

library of A. mangium， 99 unique sequences containing SSR were obtained. Half of them had some problem 

to develop markers such as the short flanking region. In this study， 12 primer pairs were designed and 

consequently six polymorphic SSR markers were obtained. These SSR markers were also applied to A. 

αuriculiformis， which is a close species and sometimes produce hybrids with A. mangium. A.αuriculiformis 

possessed alleles similar to A. mαngium. A1though these markers were not useful to identify hybrids， they 

were still useful for clone identification andJor parentage analysis. By adding these markers to previously 

reported markers， it is possib1e to analyze pollen flow in seed orchard， to evaluate quality of seed through 

identification of parental trees， and so on with higher resolution. 
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