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一

 イネは、重要な農作物の一つであるだけでなく、研究用の単子葉のモデル植

 物でもある。インド型品種の93-11と日本型品種の日本晴のゲノムのドラフト

 配列が公開された(梅ε薦孟2002,Go狸α砿2002)のに引き続き、国際プロジェ
 クトとして進められていた日本晴のゲノム配列の高精度解読が終了し、ゲノム

 サイズが389Mbであり・遺伝子数が37,544個であると予測された(1癬emぬ。鍛1
 照ceGeno搬eSeq臆enc麺gProject2005)。さらに、イネではゲノム研究のための手

 法や材料も蓄積している。例えば、霞本型品種の日本晴とインド型品種のカサ

 ラスの186個体のF2集団を用いた2,275個のRFLP(res樋。嫉。簸鋤騨elltiengtま1
 poly塒。塑h圭sm)マーカーの連鎖解析から、全長i521.6cMの高密度連鎖地図が作

 成された(Ha難sh憾aα認1998)。6,591個のEST(ex費ressedse卿ence嬢g)クロー
 ンが染色体上に位置付けられ(Wuα砿2002)、28,469個の完全長cDNA
 (co懲plementaryDNA)クローンの塩基配列が解読されたことで(狸eRiceFu亙L
 LengthcDNACo益sor鋤m2003)、ゲノム上の遺伝子の位置が明らかになった。ま

 た、培養条件下で転移活性を持つレトロ下ランスポゾン艶認7が見出され
 (}iirochまk3ε麺肩996)、これを用いた挿入変異系統の艶s17挿入位量が染色体上

 の20,458座に位置付けられた(M童y&o露礁2003)。この挿入変異体を用いた研
 究から、多くの遺伝子の機能が明らかにされている(SatGε紹肩999,Morit肥館孟
 2005,丁伽chiα認2005)。RFLPマーカーに比べて分析が簡単な2,240個のssR

 (si憩pleseque!生ceで¢pe&t)マーカーが開発され(McCoud窪窃漉2002)、連鎖解析に

 必要な戻し交雑自殖系統群(Linε紹撤998)や染色体部分置換系統群(Kゆ。α磁
 2002)も養成されでいる。これにより、QTL(解&n旗ativ¢糎aitloci)解析やマップ
 ベースクローニングによる遺伝子の同定が急速に進展し、農業形質に関わる遺

 伝子も数多く同定された(漁21:Sollgε紹肩gg51磁1:Ya簸。θ紹孟2000;s41:Sas犠ki
 αα孟20021(3η1:Ashik額ααゐ2005;3KC1:Re1超輪差2005)。

 しかしながら、ここで述べたQTL解析やマップベースクローニングにより

 同定された遺伝子は、日本型品種とインド型品種の特性の差を説明する遺伝子
 である。日本では普通、イネの育種は日本型品種同士の交配により行われるた

 め、日本型品種とインド型品種との雑種集団を用いた連鎖解析から同定された

 遺伝子を育種に利用できる可能性は低い。日本型品種同士の雑種集団を用いた

 連鎖解析により遺伝子が同定されれば、速やかな育種への応用が可能となる。
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 しかし、田本型品種同士の雑種集団を用いた連鎖解析は、DNA多型の検出頻度

 の低さから、穂ばらみ期耐冷性に関するQTL解析(Take紬iα認2001)など、

 実施例が数例あるに過ぎない。今後、イネゲノム情報を実用面で活用するため

 にも、日本型品種間で多型を検出できるDNAマーカーの作成と、そのQTL解

 析への応用が望まれる。

一

 生物の表現型の多様性は、ゲノムの塩基配列の差によるところが大きい。事

 実、メンデルに端を発した突然変異遺伝子の研究により、古典遺伝学は発展を

 遂げた。そして、近年の分子遺伝学的研究により、古典遺伝学的に同定されて

 いた突然変異遺伝子が、DNAの塩基配列の違いとして同定されるに至った

 (Bhattacharyyaε齢n990,Les重e惚観n997)。このような塩基配列の違い(DNA

 多型)は、RFLP分析(Be1笈瓢zky&T&nksley1986,H31ushま鵬α認1998)、CAPS

 (cleaveda鵬pli飴dpolymo麟童cseq犠e難ce)分析(Konieczlly&Aus糠b6口993)、SSR分

 析(SaghaiMaroof6毎貝994)、AFLP(貧mp1ま薮ed飴慈m戯1eng極麟y鵬破験翻然)分
 析(Vbsε磁n995)などにより検出できる。これらの技術で検出できるDNA多
 型は連鎖マーカーとして利用することが可能で、マップベースクローニングに

 より多くの突然変異遺伝子が同定されている(A曲ik麟ε1必至999,Yama搬uroα

 認2000)。しかし、表現型の多様性の原因となる遺伝子のDNA多型は、ほとん

 どが一塩基の置換、挿入、及び欠失による点突然変異(sま盤gle魏cleoUde

 Pdytnorphis翼SNP)であると考えられるため・これらのDNA多型検出技術で原
 因遺伝子そのものを検出できる可能性は低い。突然変異の原因遺伝子を直接検

 出するためには、SNP解析が有効である。遺伝子の突然変異を直接検出できれ

 ば、マップベースクローニングに頼らない、表現型と遺伝子型の対応付けによ

 る遺伝子機能の推定が可能になるかもしれない。さらに、SNPはゲノム中に数

 多く含まれているため、近縁種問のDNAマーカーとしての利用価値もある。

 従来のDNA多型分析技術ではDNA検出頻度の低さが懸念される日本型品種間

 においても、SNP分析により、QTL解析やマップベースクローニングに十分な

 数のDNAマーカーが作成できると期待される。

 化学変異原であるEMS(ethy圭憩eぬ&nesul{blla勧や物理変異原であるガンマ線
 により、ゲノム中に一塩基置換や数塩基の欠失が誘発されることが報告されて

 いる(Greeneα認2003,Naitoθ紹盈2005)。そのためS層P分析は、これらの誘発

 一4一
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 突然変異体の逆遺伝学的なスクリーニングにも利用できる。現在、セロリから

 抽出したミスマッチ切断酵素CEL至(Ti藏α磁2004)を用いたSNP分析である

 TILUNG(targetingilldtlcedlo曜1esionsingenomes)法でEMS誘発突然変異体の逆

 遺伝学的なスクリーニングが様々な生物種で行われている(G童ich薮st&H&慧ghn

 2005)。TILLING法は、コムギの育種(Sladeε孟認2005)や、シロイヌナズナのエ

 コタイプ間のDNA多型の検出(Comaiα認2004)にも利用されている。

 SNPは個体識別、作物の場合は品種識別にも利用が可能である。現在のとこ

 づ、個体識別は検出できる多型頻度の高さからSSRマーカーが使われている場

 合が多い(S&ghaまM&roofα認1994)。しかし、突然変異育種により育成された

 品種は、SSRマーカーでは識別することができない。例えば、半矮性品種のレ

 イメイは、フジミノリのガンマ線誘発突然変異体であり、S認にSNPのある84!-r

 を持つ(S&sakiα認2002)。また、低アミロース品種であるミルキークイーンは、

 コシヒカリのMNU(N-me宅y1-N-ni歓osoure銭)誘発突然変異体で、肱にSNPのあ

 る階一1%gを持つ(Sa重。ε∫磁2002)。このような突然変異体が品種として登録さ

 れ、あるいは育種素材として育種に用いられるため、SNPによる品種識別は種

 苗管理の面からだけではなく、米の市場流通の面からも、今後ますます需要が

 高まると考えられる。

一

 一般にイネの系統育種では、数千系統が扱われる(松永2004,佐々木2004)。
 これら全ての系統から有用遺伝子を持つ系統をDNAマーカーで選抜するため

 には、労力、時間、及び費用が無視できない問題となり、簡便で低コストのDNA

 分析法が求められる。現在、DNAマーカー育種はSSRマーカーを利用するも

 のが多い(LiJε紹∠2004)。しかし、DINAマーカー育種では、DNAマーカーと

 目的とする遺伝子との間での組換えが選抜のミスを引き起こす原因となる。そ

 こで、目的の遺伝子を選抜する精度を上げるため、SNPである場合が多いと予

 測される有用遺伝子の変異そのものを選抜できる技術の確立が求められる。

 これまでに、種々のSNP分析法、例えばDGGE(de簸&t蟹illggr憾e搬gel

 e玉ec綻ophoresis)法(Fis曲er&Le騰鍛1983)、SSCP(sillg圭estrandconfb鋤甜011

 po1ymo甲hism)法(Oritaθ超肩989)、dCAPS(derivedCAPS)法(Michaels&A搬asillo

 1998,Ne{feね1.玉998)、ミスマッチ切断によるヘテロ2本鎖DNAの切断による

 SNP分析法(Tillθ1認2004)、MALDI-TOF-MS(m&頴xassisted嬬erdeso甲tio捻
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 io寵蘭on一恒meof釘ight一騰ssspectrom磯y)による質量分析法(Rossαα∠1997、

 Stoerkerε齢∠2000)、マイクロアレイ法(W&11gε`認2005)、蛍光標識したddNTP

 (dまdeoxyllucleoside廿まphos薮ate)を用いた一塩基伸長法(Nasuα認2002、」雛i11θ1磁

 2003)、アリル特異的PCR(poly搬erasechai1雀rea面。盤)法(Lato撚・&α磁2003,Zhouα

 砿2004)等が開発されている。しかしながら、DGGE法、SSCP法、dCAPS法、
 ミスマッチ切断によるSNP分析法は、電気泳動を必要とする技術であり、多検

 体を扱うDNA分析には適していない。質量分析法やマイクロアレイ法は特殊

 な実験設備瓜必悪遜、轟.り、一塩基伸長法は一試料当たりの費用が高いため、こ
 れらも多検体の分析には不向きな技術である。アリル特異的PCR法は、操作が

 簡単であるため、SNPの検出技術として多く用いられ、DNAマーカー育種に

 も利用されている(Hayashiα認2004)。この方法では、試料DNAの精製度がPCR
 によるDNAの増幅効率に大きく影響する。育種系統のような非常に膨大な数

 の試料を扱う分析では、手間や時間を省く目的で、DNA抽出は簡易な方法で行

 われることが多い。試料DNAの精製度の低さから、PCRによるDNAの増幅

 ミスが起こりやすく、遺伝子型を誤って判定しかねない。

 労力、時間、及び費用がかからず、かつ、信頼性の高い結果が得られるSNP

 分析技術の開発が、育種系統の選抜だけでなく、連鎖解析や品種識別のような

 多検体を扱う解析に必要である。

 、晶型照重菅士の難.穫“寸を』いた陣鎖

 近年、夏期の異常高温が登熟期のイネに高温ストレスとして作用し、玄米の

 外観品質を低下させることが、米の生産上深刻な問題となっている。玄米の外

 観品質の低下程度には品種間差があることが知られているため、この問題の解

 決策の一つとして、遺伝的な改良が考えられる。登熟期の高温ストレス耐性を

 育種目標にする場合、全ての育種系統の高温ストレス耐性検定は労力がかかり、

 また選抜ミスも起こりやすく効率的ではない。高温ストレス耐性遺伝子、ある

 いは連鎖マーカーの利用が可能になれば、簡単に高温ストレス耐性を持つ系統

 の選抜が行える。

 イネの特性を決める遺伝子の探索には、DNAマーカーを利用した連鎖解析が

 多く行われている。DNAマーカーの多型頻度が高いことから、従来から日本型

 品種とインド型品種の交雑集団が連鎖解析に用いられてきた。例えば、出穂期

 の決定に関する遺伝子がマップベースクローニング法により単離されている

慧
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 (κ躍;Ya獄。α認2000、磁3α;K句im段αα五2002、翫」6;Taka薮ashiαα乙2001)。し
 かし、このような組合せの後代では、雑種不稔、雑種弱勢あるいは脱粒性個体

 の出現が連鎖解析の障害となる。また、出穂期が異なる場合、出穂期の環境条

 件の違いにより形質が大きく変化する穂ばらみ期耐冷性、食味・品質、収量な

 どの評価は困難になることが予想される。さらに、本研究で解析の対象とする

 玄米は、日本型品種とインド型品種で形態、成分、晶質などが異なるため、正

 しい評価が行えない可能性もある。したがって、これらの形質の連鎖解析には

 日本型品種同士の雑種後代を用いることが必要であると考えられる。日本型品

 種同士の雑種後代を用いた連鎖解析で明らかになづた遺伝子、あるいは連鎖マ

 ーカーは、速やかに育種へ応用することができるという利点もある。

 本研究では、PCR-RF.SSCP(PCR-re澱ictionf》3gme癬一SSCP)分析による沼本型

 品種間のDNA多型の検出とSNPの同定、及びAFLP分析で検出したDNA多

 型のPCRマーカーへの変換を行い(第一章)、ミスマッチ切断酵素による簡易

 DNA多型検出技術、及びドットプロット分析による111de1(illsεrtio簸/deまet墨on)と

 SNPの簡易検出技術を開発した(第二章)。そして、これらを利用することで、

 日本型品種同士の雑種後代を用いた登熟期の高温ストレス耐性に関するQTL

 解析を行った(第三章)。
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 第一章田本型品種内の恥NA多型の探索

 第一節PC鼠歌恥舘CP分析による遺伝子領域内の一塩基多型解析

 く緒言>

 様々な生物種において、任意に選んだゲノム領域の塩基配列の解読による

 SNPの探索が行われている(The轍emationalSNPM3pWork麺gGroup2001,Wade

 α認2002,Na鎌窃磁2002,Z王iUε鶴乙2002)。この方法は、莫大な時間と費用がか
 かるため、効率的ではない。例えば、日本型品種の日本晴とコシヒカリとの間

 ではSNP検出率は極めて低く(N段灘εf磁2002)、日本型一インド型品種間のよう
 な遠縁品種間の解析に比べて時間も費用もかかる。しかし、一般的な育種は近

 縁品種間の交雑により行われるため、遠縁品種間のSNP情報よりも、主要品種

 やその素材となった品種間における遺伝子領域の8NP情報が求められる。

 イネゲノムの塩基配列の解読が完了し(撤ema媛。ηalRiceGe簸om¢脚que鍛。組g

 Pr磯2・・5)・28細個の完全長cDNA夘凶ンの塩基配列も決定さ誓レ〉る
 (TheR圭ceFu建Le盤gthcDNACo簸sor蝕m2003)。遺伝子の数は、37,544個で謬喝と

 推定されており、農業形質関連遺伝子も単離されている(Songε毎月995,W鐡g

 α磁1ggg,Yanoεf磁2000,8as3kiα尻2002)。しかし、ほとんどの遺伝子の機能

 は不明である。全ての遺伝子のSNPが同定されれば、農業上重要な形質に関わ

 る遺伝子多型が明らかにできると期待される。
 イネの肱遺伝子の点突然変異がPCR-RF-SSCP分析により明らかにされてい

 る(S飢。&Mshio2002)。この方法は簡単で低コストで行えるため、遺伝子のSNP

 探索に適している。、本研究では、日本型主要品種やその素材となった品種、イ

 ンド型品種を用いて、PCR-RF-SSCP分析によるSNP探索を行った。

 <材料・方法>

一

 日本型17品種(日本晴、アキヒカリ、初星、ハツニシキ、ヒノヒカリ、ひ

 とめぼれ、いただき、喜峰、きらら397、黄金晴、コシヒカリ、農林1号、農

 林6号、農林8号、農林22号、陸羽132号、ササニシキ)、インド型3品種(バ

 スマティ370、IR36、カサラス)、及び陸稲1品種(戦捷)を材料とした。日本

 晴、コシヒカリ、アキヒカリ、いただき、カサラス、及び戦捷の6品種の種子

 は(独)農業生物資源研究所の矢野昌裕博士より、他の15品種の種子は宮城

 県古川農業試験場の永野邦明氏より分譲を受けた。各品種の葉から、CTAB

 一8.



き
奮

 嚢、
霧
き

灘

麟
 

 (cetyltr醸ethy重ammon重縁mめro編de)法(M滋ray&丁簸ompson1980)によりゲノム
 DNAを抽出した。
のい

 フマーの

 RGP(RiceGenomeResearc1}Program)のウェブサイトで公開されているSTS

 (seque盤cet&ggedsite)、及びCAPSマーカー

 (http://r帥.dR&.a飴。.gojp/publicd飢a/caps/まndex.麺m1)のうち、550bpから4,500bp

 の遺伝子断片を増幅させる245組のプライマー対を使用した。RGPのウェブサ

 イトで公開されているEST配列情報(Wuα認2002;

 批蟄://rgp.d!1a.&鎗。.gojp/p蟻滅cdata/es翻ap2001/ま痴ox.htm1)を照ceBLASTプログラ

 ム(嚢tΦ://RiceBLAs℃dlla。&懸。.gojp/)で検索し、得られたイネゲノム配列情報

 (lntem3もionalRまceGe1窪omeSe盤uenciRgP靭ect2005)をもとに、約2kbの遺伝子の

 3'UTR(u1窪tra穀s媛edregio11)を含む転写される領域を増幅させる2,532組のプラ
 イマー対を作成し、合計2,777組のプライマー対で解析を行った。プライマー

 の設計には、%mer3プログラム(Roze11&Sk&醸sky20001

 雛p://fbkkeLwi.mit.edu/pぎimer3/)を使用した。分析する遺伝子は、ゲノム上の偏
 りがないよう、マップ情報を考慮して無作為に選択した。

一

 20ngのゲノムDNAに0.5終1の20粋Mフォワードプライマーと20縛Mリバ

 ースプライマー、1囚のiO×ExルgB粧fOer(Mg2+Plus)(タカラバイオ社製)、0.8トLl

 の2.5mMdMP(deoxy蝿cleoside童rl凶osph騰)Mix櫨¢(タカラバイオ社製)、o.05

 囚の5U/囚ルgポリメラーゼ(撒働飽療吻1タカラバイオ社製)を加え、滅菌

 水で10納1とした。PCRは、94℃でi分問熱変性させた後、94℃で30秒、62℃

 で30秒、72℃で1分30秒の反応を40回行い、最後に72。Cで3分間伸長させ

 る条件で行った。PCR産物を5陣1ずつに分け、それぞれに0.05国の制限酵素(タ

 カラバイオ社製)とその推奨緩衝液を加え、滅菌水で⑳瞬とした。制限酵素は

 四塩基認識の勲1、滋M、飾εm、ηh,41、2励oI、及び蜘1(いずれもタカラバ

 イオ社製)の中から、PCR産物をSSCP分析に適したiOO～500bp程度のDNA断

 片に切断するものを、イネゲノム配列から推定し用いた。37℃で2時間以上反

 応させた後、2つの試料DNAを40瞬のホルムアミド変性液(96%[v/vlホルム

 アミド、0.1%[w/vlキシレンシアノール、0.1%[w/vlブロモフェノールブルー)

 に混合した。試料溶液を96℃で5分間熱変性させた後、氷上で急冷した。5%

 グリセロールを添加した6%ポリアクリルアミドゲルを用いて、0.5×TBE(44.5

悔

 一9一
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 mMTris-borate,1mMmTA(e宅hy董e獄ed墨3翻ne-N,N,N,N-tetra慕ce勧acまd))泳動バッ

 ファー、温度10～18℃、300～400Vの条件で電気泳動を行った。ゲルをGe董S獄

 Nuc董eicAcidGelStai穀(Cambrex社製)を用いて染色後、Molecu13rImagerFX

 (BIO-RAD社製〉でバンドを検出した。
 有某、調ム

 日本型品種で多型を検出したDNA断片の塩基配列は、ダイレクトシークエ

 ンス法により、蛍光DNAシークエンサー(ABIPRlsM310;AppiiedBiosy鵬搬s

 社製、及びCEQ2000;Bec㎞&姐Coulter社製)を用いて決定した。一部のDNA断
 片の塩基配列は、(株)植物ゲノムセンターの門奈理佐博士により決定された。

 完全長cDNAクローンの塩基配列(丁重1eRice躍王一Le盤gti}cDNACo盤sor廿um2003;

 ht‡p://cdllaOi.dlla.a盤。.goJp/cDNA/)とイネのゲノム配列をS王M4プログラム
 (F重ore琶α砿1998海tΦ://pbii.顧iv-1yo擁.倉/sim4納p/)で比較し、エキソンとイント

 ロンの位置を推定した。予測アミノ酸配列から、膜貫通領域、細胞内局在性、

 及び保存配列を、それぞれMEMSAfプログラム(JonesDTα磁ig94;

 h償p://sa童er-144-37.ucsd.e飢ゾmemsaも.ht認)、PSORITプログラム(Nak段iα認i999;
 ht‡p://psortn圭bb.acjp/)、及び王nterProプログラム(M鵬e婁α認2003;
 雄p://wwwebi.ac.u蛸nteipro/)で推定した。一

 <結果・考察>

 PCR-RF-SSCP“により余された慣云一'坦のDNA夕耀

 2,777組のプライマー対を用いてPCRを行った結果、日本晴で予測されたサ

 イズのDNAが単一で増幅したのは1,710組(6L6%)であった。・そのうち、1,305

 マーカー(76.3%)で日本晴一カサラス間の多型を検出し、日本晴一コシヒカリ間で

 は85マーカー(5.0%)で多型を検出した(F量gure1.1,臓biei.1)。日本品種間では

 最少の初星一ひとめぼれ間の13マーカー(0.8%)から、最多のきらら397一農林6

 号間の145マーカー(85%)までの、平均83.3マーカー(4.9%)で多型を検出し

 た。インド型品種内では、平均1,022.7マーカー(59.8%)で多型を検出した。日

 本型品種一インド型品種間では平均1,164、1マーカー(68.i%)で、日本型品種一陸

 稲間では平均492.9マーカー(28.8%)で、インド型品種一陸稲問では平均1,116.3

 マーカー(65.3%)で多型を検出した。

 日本型i7品種内では、全染色体上の242マーカー(14.2%)でDNA多型を検

 出した(TabまeL2)。このうち、224遺伝子(92.6%i)では対立遺伝子の数が2個で

 ほ。一
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ATG(:AACTCAA(:TTCCA(:A(;

CCCGTGCTAACGAAGCTAAC

 GGAGAA(…(…AAATGAGAG貰「GAAGC

 CCAAACTCAAGTGTGCT(主GA

ATGCTTCAGAATGCTTGlrTCC

 CTCCCC1「CTCTCTCTTGτ}'CC

CTCCAATCCAGCCTCAACCT

CTACTGCCGAGCACAATTCA

 TTGCAAGGAGACCGGTArr下

τGCTGGATCATTCATCACAAC

AACAGAGTCTGGCTTCTGCTG

GAATACAAG(;TGGTAGCAGATGG

 GGG下TCGAAACCTTACCTCTTCT

TAGTTTTTCCCGτCCGTCAC

CCAGTGAAAAGCTGGAGAGG

ATGGTTGTATTCCAAGCGTCG

CTGTGCAGGTACACAACAGAAAG

 CTCCAGCAAATCAA了GGACA

ACCTCCTTGAAGTTCTGCTGTCT

 GGTrτAG1「GGGTTGGTTTTGTC

ATCAτACTACACGCCCACACAA

 ACTGTG「「GTCTGTAGGTAAGCA

τACAACAAGTAGTTACAAATCACA

 GGAGTAG「「AAGTACTCAAGτG

AGTAACCCCACCAATAAAAC

AτACGCTTAATATGTAGGTAC

 ACC6CAGTTCCA「「AGTAAGC

AGACACTGCTGGAGAAAGATCAG

AACTGAAGGGT(3GAA(:AACC

 GTGATCCAAGTTAGTT(:TC下AC

 C(:AAGCACCAACCATTC下TT

GAGGGτTCAAGCC(…AATACA

CAGAGTGTAACTAAGCTTGAAC

 TACAGGCA(ヨTCACACACTCA

 TAGGACAAAGC(込GGAAGGA

 GA工ACCACAAGGCGCAATGTTA

 TCGT㎝CACGAGCATyGAA

AACCTGCTGTCTCTCACTGTC

 AC1「CCCττCCCAAGTAτ(:T(;AGT

GAAATTGGAACGATGTGACG

 GGACTA(ヨCTG(;AACTTC(:了CATA

CATAGGTGGGAGGTACAAAGAAG

AAAGCTGGCTAAGAGTCCTGAAG

CCGCCAT(πACTGCTGTCCτ

 CGAGGAGTAA了CA(ヨACGAGTTGT

τAATGGGCAGATCAGGACAG

 GCACTATコー「A]rCTTTGACATCG

AAAAACTTGGGGCTTTGGAC

CCACTGAAATGG6TAACTCTGTC

 CACCTTC(:丁TCTTTTCCTCC

CACCACACTACACATAAGCA]rCC

CCτGCAAAGCAGAACTGTTGlrA

C(:GGAAAAGACAAACAGAGC

 CCTTGCATCCCGACCTCTTG「「

 CCCCCA了丁(;ACTTTCTCCA

 CATGTCATT(3AGGGCT了TCTG

 CGGGAATGCTTT下CAACAGT

 了ACAGTGACTCTGCG「「GGTACAT

 GCTGTCCT了ATATGGTGATCCTG

 GAGGTGAτ「「CCTCAACAGAT下CTC

TCGATCAATGTCATGGGAGA

 A「「TCTACCGGTCCAAGTCGTC

TGCTACACGAGACTGGCACT

 CTCTTCGCTGA許TGAGAAGCTC

CTCC(:AACGCATTCTTCA

 CTτCGAA工AGCCCTGTTGCTTA

G↑τTCGTCCTGACAAATCTGC

 AG了AGGCATτGCC(:丁η「CC

CCCCCTTTGτAATTGTACTGAGC

CτGATGCCAAAAGAGGCAAT

(:AGAACTAAGCAACAGGTGGAAC

 AGGGTGGA「「ACτCCTGC「「AATCT

CCGTCCCCAAAAGGTTTAGT

 GAAAGAAAG「「CGGGCTAAGG

 CTGCATTTGGGC1「CATCT1-r

 TAGCCGG1「TA「「AGCTGCTCTlrAG

CACττCAAGCCAGGTGTTCA

 GAGTCCAATAACACCAGGTTC了G

 A(3ACAGTAGCGGCCAAATCT「rA

lrG(:AAGCATAGCCATCTGAC

CAGTGAACTAATGGGAACAGCAG

TGCCAGGTACAATCCTCTACAAC

CTGTCTTTCCAGACAGAAGAACC

GAAAGTGCTCATTGGGGATAGAG

GCGTCATCTCCAAGAAGGAC

 Ch「、c醸5噸prlme「seue「tce
15.6GCATGCATTCATACAGATGAAG

15.6AGTTAACCGCCAGGCTTACA
 110、9TAAGTTGACGACAGAGGAGCAA

 1～5.4AGCTGCTCGAAGTGAAGGAG
 lZ5、4τAGACTAATCGAGTGATGTCC

 125.4〔rrGGACCπ“GATCATAGノ鳳TACCC

 マ2S、4TCACATCCTGGTCGTTT下GA

 窪ZS、4CTCCATCTCCGATCCA(ヨGTA
 lZ6.8AGGCTATTGACT下GGCAACC
 韮36.9TATCCGGCACTTGTTTGTCAC

14S.4AAGTCGACCAAAACCGAAGA
 守69.OGGCAGCTAAAAGGAAGTCAACTC

 芽95.7CCTCTTTAGTACCACCTCGACAG

 lIO～,3鞘『GGGTTTAGGGCA〔コ「CA(;
 1等芽3,3GAGTAGCTGCGGCT下GTTCT
 11π8.9GGATGCCTA]「GACCAACAG(葺

 11Z2、6GA(…A(ヨT(ヨCTTTG(:AGAπA(二CAG
 1123.ZATG1「(;CTT(ヨGGAA(ヨGTAGCA
 1134、7GGATATGCAGGGAAGAGTAGGTC

 育13S.8AACACGTAGACTAACTCGGTGGA

 歪13g.コGTCCCTAAτrGACCTGGCTTATC
 窪窪39.9AGTTGAGCATTGTCCTT「「GT

 窪窪4Z.9TGCCTCTGTTATGGCGA

 I韮45.3AGCTACAGAGAAA嘗丁(3GTCC

1145.3(;CAAACACCAACCTCτCCTA

 1守46.4竿GCATGAGGTG(コ「CAAACA「FC

 1芽46、4GTTGAGGCTTAATGTAC(;AC
 1147.～CCA]「CCAGA「汗下TAGCCTATCG

 1150量7CT畝G「「TCCTTGGGCGAC麟
1154.6GTATTCAAGTTGCCτAGATGGC

 115g.6GCAAGGGA]「r下CATCAA{…GA
 3167.2AATτCGGGTマ「一「GCCCTAAC
 ヨ「81.8GAτrTGGCCATGCTCGTCACC

 窪コ81.8TTCCTTTCC下GCTヨ「「丁(:TCA

 ～13.4CCAGAAGGC下GCTACACTCC
 ～13.4ACACACAAACGGτTGGTτCA

 2「5.0TATGCGTGTCTGCATGTCメVN
 228、OGTTGCAAAGATTACAGTCCTC

 Z28、OCGATC1「CCTCAACATTCTCAGTC

 233.6TGCρ∪へGG醐CACTCTGC1〕Jk
 252、2GGACTG(;ATCGTTGCAATAGTT

Z54.6CTGTT(…GAGATAτAGlrGGCTGGT

256,0ACGTCTGCTGTTATGATCACCTC

 257,3GACTAτT'GGAGTCACGTCA(勇「ATG

 257、3GGAC「「GAGGTGAGAGATCTTGAG
 25ア、3TGGT(ヨGCAGTATGGAGAACA
257.6TGCT(3CTCATTGTTCCTTG

257.6ACCACCCCGGπAGσACπ
 Z57.gGG1「CTAGT6TCTACCACGCTτ「y
Z59.ZGCTGCTGCT(…ACCCAATGAA

ZgS.2GATGTTGGCττAGCAGCACTTAC

Z95.2CCTAGGAATCTTGTCAGGTCAGT

 295.2CAGATTTGCTC芽コーGACATCTGG
 296、6GCCGCCTCCTCGCT(:TC

Z98.2GTCTTCTACGCCAGGTTCCAA

 ～99.6GCAAτ芋GTGC㎝ATACCGAG

2gg.6ACCAATCCATGACCTCGGTA
 ～99.6ACTGTGCCTCCTCA1「GACTTA]「C

 2101.ZACGTACG了CACACAACATCTGTC

 2105.8CATCTGC干GTCTTCAτACTCTGC

 21～5,6丁TGCTGATCCATCCAACAAC
2131.8AGCTATGGAACGTGCCτCTAAA

Z138,0ACTGGCTTGCAATGCττTCT
 2146.9CAGACCAGA「「CGATCACATAGAAG

 Z156,3AGGATTTC嘗CAACGGCA

 2157,9G(3GACAA]rCGAGCA「「GAGT「「AT

 2157、9CTTACCTCACGGAAGGTCATAAG

310.9CGACGTGTAτACCTGTAGCGAGT

318.4GGCrTCAACCTACGTATAACCTG
 328.2TGGGTTGC「【「A(ヨATGAAGTGG
 33ア,7TGCACTAGCATGATGTG1「ACTCC
337.7CACAGTTCGGGGTTTTAACAGT

340.3TCGCCTACAAGCACAACATC

 349、3TCCCCAGATGTCA触GA了GC

 3S3.1GπAGGTTTCCCCCAGCA打
 355.8A工AτAGCAGCGAGCA汀「「GGT「「C

 355.8丁TGGTTCGCT工AG1「CGGAGT
 365.尋AGAGAGGATGAGAGGAGGATGAG

 387.荘GGTG「「AGGCACGGAATAGAGACT

39g,6GGTATτGAGTGACCCGGAGA
 3101,6GAGGAGAAGCCTコ「「AATCAGTGAG

 3146,1GGCCCAGTA茸「「GACT「rrGT「罪C

 3149.窪㎝℃TGTTC1「CCATTGACTCACAC

 45き4AAGGTAATGGTGCAGTAGCTCAG
48.7GACAAATTGAGCGTTCAGCA
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 ほ4.

418.3GCCAACTGACAGCTCAAA(;A
 424,等GG了CCCTCAAGGTCA]℃AAA
 430、8CCCTTCTTCCTCTGGAGC了丁
 45Z,6CCC(:ATTCTG(:AA工CTAAGC
 456.青CCC㎜CTG(:CACAACA

 457.5G(ヨCTTTATAGGGGGAGGTCA
 4ア2、OGCCTGGGGAA]「CAAGAAAAT
 48ア.1CG6CACCτT℃ATCCTCGTCTA

 497、7GTGAGCATCCACACCσTCTT
4102.4TTGCAAGCAGTGAAGCAATC

 4108、ZTGA下GCATGCGTGTTCTCTT
 4ヰ08.2GTTCG(…ACGAAATGAGTGTATCC

 4108.2CATGTGτCAGGCA(筑AGTAGTGA
 4コ11.OGGCTGCTTGGT(葺「AGTτAGT

 4弓2g.1AGCCGTACCCAAAAGAAAGG
54.6ACTCGGAGTATACTGTGCGTGC

 5～0、窪CCGTCAAGTGAAGGTAACTATCG

 520.6AAG〔π下(ヨGコ」CAAACTTGATATA(3

 550.～AGAコ「AGTGCTGCT(:CTGGTG

560.7TAACCAGATCCTGAAACCCTAGC

560.76GGTTCCTCCCTCGTGTATT
595.8AAACGAATGGTCAAACGTTACA

 5窪12.4ACATCTAGCTGGTGGATA1「CTGG

63.6TGTCTCACCCCACAAACAAA
 613.5(丁τCGTCAT(r「CTノ犠CTTCCC耳「「rc

 6窪3.5TGCG茨「GAATTGGAAACTTGAC

 6窪3.5CCAGGGCTGGAATAGATTATGA

 6ユS.5TGGCC1「CCAACCAAACACTA
 637.8CGGTGG1「GTGCCCTATGG

 65窪.OCTCATCTAG(二「訂CTGCCT

 654、窪AGCGAGGAGTCAAGGAG

665,8AAGTTGTGCCTCCACTCCAC
 665,8GGCTCTCCCTGACC了CTTCT
 66ア.4GAAGCACTAGAAGCCCCCTAT「「A

 667.4GAAGCAC了AGAAGCCCCCTATTA

 667.7CAGAAA「窪TGGCCAC「「GTTACC

 669.6AGATACAA芦「GGCGTCCACCG

 6ア4.1GGGTGAAG嘗TG「「GAG賞CTGTG

674.4CAGTGATAAGTTGGG(rr℃GAGTC

 6ア6.5CT下GGAGAGTTGGAGGτTCG
 684.5GATACTGGGAAGGAAAAGGAG「「G

 695.4一「「CCAACGAGCACGTGAτTA
 6可03.OACCTCTGGTGGTAACTGAACTGA

 70.8CGC(葺『GGAAAATGAGAGAGT
 711、OCATCCTACAAG(…GT1「下CCAGAAC

711.OGCATAGTTGCAGCAATGAACTC

 724.2「「CTCCAGGATGGAAATGTTC

724.8GTTAACCTGAACGACCACCATT
 735,7CTAC晶GC「T「「GCCAGCATCA
741.7CAGGCTGGGAAA(…ATGTTGT
741.7GTCGTATGTTGCAGGAACCA

 ア48,0CGCACCATT「「AGCAGTTTGA
749.7CGTGAAGTAGACGAGAGAAAlrGG

 アS1、2T(…ATCCGGCAATGGATTACG

 ア52・6TC1「GAA「「C(:AGGGGAAACTG
 757.5CCTAATCTGTTCCTCCAA(二CA
 ア61.9ATCGC(:TCCGCTTCτGC貫丁

 76『.9丁TACGGGA「「CCCACAGA芽「「C
 773、2CAAGCCAAGAAGAGGGAGAG

 780、5CT㎝「GTACAGTACAτ丁TCGCC

 78窪、3TGATTGTGA1「GAAGAG了GGT

 78窪.iGTACTTACTCCCTTGGTCCCAAA

781.4ACCAGCGCTGAAACAAAACT
 78g.8ATTGCGTACGGT可一「「CC1「TG
 789.8TACAACACTCTCCGGC-R「「G
 791.7GGAAAGCATC(筑GTACAATA

 799.gGAGC1「GTTCACGCTCACGTA
 7103、4ATGT(コ「TGGTGGTCTTG「「AGCAC

 7103、4AGGAGAGCTGGTCAAGTTGTGT

7103.4CGAAGAACGCATGTTGGTTA
 7105.71[AGGACATTGGGTGAGC一「下G
7118.6GACCGGAATGACCACAAGCA

80,0GAACGCATCGTCTCATCTCA

812,8AGCAAAGATGCTCCGATGTT
 8～5,～GCCAAATGCAATCTTTGGATAG

 8～6,3AATGAGGAGAA1「AGGGTTGC

 836.8ACCTGTTTGCT下GCTGGTTTGC

 838.5A1「CCGATCTCGTAAGTCTTCTCC

 838.8CTCCτC1「TCCT一茗ATTTCTGC

 840.～G1「CCCTAT下AC1「CCTTCCGG「「「τ

840,2AAAACCGGAAGGAGTAATAGGG

844.6GCAAAGGTCGTAAGGAAGGTATG

 844.66G1「GGAGTGτATGCTGGTAATTC

844.6CGGTGTACCCAAAAGGAAAA
 845.4TGACGTAメ嫉丁「TCGGGGノ犠G

855.4CACGACAACACACAGACTTCC
 858.1ATGACA下ACAGAC6τTCCAG

 858.4GGGA耳「「CACTATGCATCCτ「r「C

 858・4一σGGTGGCATGGGTGG鹸
 86窪.2CAG了GTCAGTGCTACATCTTCCA

 870.韮TGACGAGTGAGAAGCACAAA
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 TGA]「GCAGCAGTCAAACACA

 CAG1「丁TGTTCTGTCCCAGC

AGGAGAAGCTGCAGAAGCτAGAC

 C了CACACTCTACAAATCCATACCG

 AGAGGGτCTAGGCAGGG下ATTAT

 AGATGTGCCCCT(πCT(二丁τCTAT

GτTCCTACTGGGTAACCτAGTG

 CCGAGGATT芋ATCACCCTGTACT

AGTGCσrTACTTTCTGACCACAC

 「「CACG(y「AAAATAGGCCACTCT

 ACTAπTACCτ芋GGTCCGAAGAGC

 CTCTCCCACTAGGCAAATG1「

 AτCτGGAAGCCATGACCAC下AT

τCCACAAATCCTGGGAGAAG

 GTτAGGACA(ヨGCTCATCA「「TA]「G

 CA「「GCT(:CGCTGCAACTAT

GGTT(:AACATCCCAGTCGCA

 CT下ATACAC下CAτGACTGCGTモ「CC

G(:CTAAGGGAAACCTCAAACAT

AGAACACGCAAGCTCAGAAC

 GG「「AG1「GGGGTGGTAGCAGA

TATTτGTGGCCCATACACCA

 GAτGATCTGGT(シXGAGATGGG

 GGACATTAGTGGC了AACAGATGC

 ATGTCC帯TCGCCTTCATCCG

TA(:TACTACATCGCGCCTCTCTC

GCCATGGTGTGTτTGCTCTA

GTAGGτrTTGCT6CACACGA

CCGAACAAGAAGACGAGCAT

 GAGAAA(ヨCACATGCCAACTTGT

 CGAGCACAGAコ「TGTTCCAGA

 ττATGATGCAGATGAT(三CAG

 GCGTACGTAAAGAπCC下TTGG
 GCGCTτG(丁「GCCTTTAAATA

 GCττAGCCAτでCCCT6CTCA

 CT了CTAATATCCCGTAGGCTCGT
 GTA1「CAAGA了CAACA(;TGCAGC

 TCA了CATTCACCCAAGGCAG

 AA了CTTCTGG下GCAACCTCTTC

 GGτギCGTTTTCACTCCGTTτ嘩『C

 GAGA(〕TCAAAATCAGTCGCG1「A

 CACC(:Aπ「CATCT(:CCAAT

TACGACATCGTCCTCCTCGT

GAAAAACATACGGCGAGTGC

 ACA嘗TAGAGTAGC(:CGAAGGlrC

 AACC(二丁TGGTGAG(:丁TGTTG

GGCTGCCATATCTTGACCAT

GGTCAGCTAτATGCATCAGGGTA

CTTGCCAACATTGCCAGATA

 CATGTACATGG「「TAATA3GGTGA

 ACGAGGAGTACGτC(鎮GAAGAAG

 GGTGATGA(二TAGC(:Gτ可「GGT

 CACCG了了GACTCTTTAGTACG「「G

 GCACA了CGATTAACCCATCA

CAGTTCACACCAG(;CGATAA

TGTAGAGTTGGATGγACATCCC

CCAGAGGTACTCTGCCCACT

 GTCAACAAACAAGA(3GGGAコ「GT

 CTTATCAτTCAGG「「GAACTCC

 GAGTGC]「CATTCCCAACTT

 GACCTTAAAT下GCTACτ(:TGATC

TTCACCA][AAGAACAGCATGC

ACCTCTACAGC(:GCAAGCTCA

 CCCAGATGAコ「AGACTGATGAGTT(…
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 あり、対立遺伝子の数が3個、4個.及び5個のものは、それぞれ欝遺伝子(砿%)、i

 遺伝子(0.4%)、及び1遺伝子(0.4%)早出された。品種によってPCRでDNA
 が増幅しない対立遺伝子を持つものが、3個(L2%)存在した。この3遺伝子

 (R1464、Ei14i、CiO295)のうち、2遺伝子では対立遺伝子数が2個であった。
 PCR-RF-SSCP分析によるSNPの検出効率は、1種類の制限酵素を用いた場

 合、約70%であると見積もられている(S慕to&Nishio2003)。本研究では、2種
 類の制限酵素でそれぞれ切断したDNA試料を分析に用いたため、SNPの検出

 効率は約90%であると推定される。日本型品種内、インド型品種内、及び日本

 型品種一インド型品種間のPCR-RRSSCP分析によるDiNA多型検出頻度は、そ

 れぞれ4.9%、59.8%、及び68.i%であった。したがって、DNA多型が存在する

 DNA断片は、日本型品種内、インド型品種内、及び日本型品種インド型品種

 間で、それぞれ5.4%、66.4%、及び75.7%であると推計できる。

 ゲノム上の1つの遺伝子領域の平均長は、3kbの転写領域とi酌の転写調節

 領域を合せた4kbであると考えられる。本研究では、遺伝子の3'領域の約2kb

 をPCR-RF-SSCP法で分析した。遺伝子のタ領域の多型頻度は、3'領域の多型

 頻度と大きく変わらないと考えられるため、日本型品種内、インド型品種内、

 及び日本型品種インド型品種間の4ktLの遺伝子領域の多型頻度は、10.5%、

 88.7%、及び94.1%であると推定できる。日本型品種で最も多型頻度の低かった

 ひとめぼれ一初星間ではし8%の遺伝子に多型が存在すると推定され、イネの遺

 伝子数が38,000と予測されている(1癬騰a籔。無&1RiceGellomeSeq慧encillgProject

 2005)ことから、684遺伝子が2品種間で多型を示すと見積もられる。
 本研究で用いた日本型17品種中には親子関係にある3品種の組が7組含ま

 れている(Fig確ei.2)。このうち、農林董号と農林22号の子のコシヒカリとコ
 シヒカリと初星の子のひとめぼれの2組合せについては、両親間で多型を示す

 遺伝子のうちのどちらかの対立遺伝子が、子の品種に受け継がれていた。他の

 5組では、両親品種の持っていない対立遺伝子を子の品種が持っていたり、両

 親間で多型を示す対立遺伝子を子の品種がヘテロ接合体で持っていたりした。

 イネは、通常F1。世代で品種登録されるため、その時点では両親間で異なる対
 立遺伝子のうち鱒12がヘテロの状態のままである可能性がある。また、育種

 系統の養成には、世代が早い段階で交配親に使用される場合も多く、これらが

 イネ品種の親子関係の不一致を引き起こす原因であると考えられる。
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Figure 1.2 Genealogy and graphical genotyping of the japonica paddy-
rice cultivars. The chromosomal regions with A allele are shown by red 
boxes, those with B allele by yellow, those with C allele by blue, those 
wljth D allele by light blue, and those with E allele by green. The number 
in parenthesis between the cultivars indicates the number of different 
alleles between them. 
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 36遺伝子(4i対立遺伝子)のPCR産物の完全長の塩基配列と、9遺伝子(9対

 立遺伝子)のPCR産物の部分的な塩基配列を決定し、本研究で決定した日本晴

 の対立遺伝子の塩基配列と比較した。これら50対立遺伝子の塩基配列中に、142

 個のSNPと32個の挿入・欠失変異を見出した(丁翻eL3、TableL4)。

 完全長cDNAの塩基配列情報が得られた41遺伝子の46対立遺伝子には、149

 個のDNA変異のうち71個(47.7%)がエキソンに、78個(52.3%)がイントロン

 に存在することが明らかになった。これら46対立遺伝子のエキソンとイント

 資ンの平均塩基配列長は、それぞれ889.5bpと840.7bpであり、エキソンには

 鶏.5bpに一つの頻度で、イントロンにはま0.7bpに一つの頻度でDNA変異が存

 在した。エキソンに見出された71個のDNA変異のうち、33個(46.5%)が指定

 するアミノ酸の非同義置換を引き起こすミスセンス変異であった。その他の21

 個(29.6%)は指定するアミノ酸置換を伴わないサイレント変異であり、残り17

 個(23.9%)は遺伝子の3りUTRに存在した。

 46対立遺伝子のうち、エキソンに変異を持つ対立遺伝子は28個であった。

 このうち、S13157はエキソンの1塩基欠失に伴うフレームシフト変異を、蕗

 対立遺伝子はミスセンス変異を持っていた。ナンセンス変異やスプライス部位

 の変異は見出されなかった。残り12個は、同義置換変異やぎUTRに変異を持

 つ対立遺伝子であった。

 フレームシフト変異とミスセンス変異を持つ16対立遺伝子(13遺伝子)につ

 いて、BlastXプログラムによる既知のタンパク質に対する相同性検索を行った。

 %bld.5に示した推定アミノ酸の変異を見出し、予測される遺伝子機能の差異

 について以下に述べる。

 S13157は、イネの受容体キナーゼタンパク質に相同性を示した。膜貫通領域

 が3ヶ所あり、膜局在性のタンパク質であると予測された。細胞内のキナーゼ

 は、15個の保存アミノ酸(撫nksε薦H988)を持つセリン・スレオニン型タン

 パク質キナーゼである。日本晴型の対立遺伝子に対して多型を示す対立遺伝子

 では、キナーゼ領域にi塩基の欠失によるフレームシフト変異が存在し、保存

 された15個のアミノ酸のうちの1個のアミノ酸を含むカルボキシル基末端の

 105アミノ酸が別の5アミノ酸に置換していた。細胞外領域の受容体部分は、

 浸透圧ストレスに関わるタバコのNtC7(Tamt澱ε1認2003)や、病害抵抗性に関

 わるシロイヌナズナのPR5K(W3盤gα認1996)1こ相同性を示した。この遺伝子は

 浸透圧ストレスや病害抵抗性の晶種間差異を説明する遺伝子であるかもしれな
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BACGAGCCAAG(TIC)TCτCAAAATC
 GAACATGACA(一/A)TTTTCTTGAA
 GGTCGGGTAG(丁/C)GGAATGTAAA
GTGAGACATC(AIG)TGCAACTATC
AGCTCGCCTA(C/τ)CCTGCCTCGC
 GCGAGA6CCT(G/T)丁(AIT)ACCCAAGCGG

 GGGGCACTAA(A/うGGTGGCTGCG
 GGCCGGAGGG(GIA〉C頂GGCGAA
 GTGAGGCTGG(一/G)CTTCACAGAG
 TAAACTGAAA(TATCAAATACGCGTGCGTACAGCτGAAA/一)AGACA一rCTTC
 TTACAAATAA(TIA)TTTTGTCA芋T
 TAATCATTTC(τ/C〉AACTTTCTAT-
 TAAGCTAATA(丁/C)丁TGAAGAGTG
 TTC芋GCA了GT(G/A)CTGC了GCGGT

 GGCAATGTCA(GIA〉CCCCAτGGAA
 GTACτTTTGT(ぞ/C)嘗GTCAACGτ

 TCATCTTATr(丁/C)AAAAAATTTA
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 TCCGGTGACC(TIA)CCGGCAコ「「GG
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 C貰AAAATCT(一/CT)G了CTGCCAGA
 CACGTAAG芋A(一/τAGぞAAAACACTAAGTA)AτTT了CACπ
 CAAAATATTC((3/A)ATGT下CπAG
 GGGTAAGTτC(G/T)CACC涯一ギAGTA

 TGATTGGTTC(TIC)TACGG賞GCT
BG-CπCGCAACT

 GA芋CTGTACC(A/T)TGGTAAATTG

 GTGGCATATG(AIG)Tτ丁TAGCAGC
 BAACCCTAGCT(一/τ丁)CTCTTA篠一TAG

 CC㎜GCG了(TIA)ACCCTTA(ヨTA

 ATAAGCTCGT(丁/C)ACτGCCCATA
 CAACCCTAGCぞ(一/嘗)C芋CTTA芋TAG

 TGACAAGTTA(C/丁)GTCCTAGAAC
 CAAGCTCTGG(C/丁〉GACCATGTGC

8
8

 BT下A了GACAAT(A/丁)丁メ瞭GCCCAAT席画
 BTAAAACTAGA(GIA〉τ下CAAGTAAA
 BTACTCCC竿CC(CIG)TCCTぞAAACA

 BCτAGCACAGC(AIG)A了TGACTGGT
 8CTCTC芋CTCぞ(一/CT)AGCA了ATTGT
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 TAGTGCAATA(丁/G)GCA了CTTTGA
 AACCCTAGCT(4τ下)CTCヂτATTAG
 CCぞGCCGCCA(GIA}CCGCCATGGT

 GAπ丁TTATA(CIG)GAGAGATTTG
 AACCCTAGCT(一!q「y)CTCTτA「汀AG
 TGGATGCTTT(TCCCTTTT/一〉GCGTTACCCT
 CCACAGTTCT(丁/C)GAGTGCAτGA

 AAAATGTTGG(G/一)AAτTATGA{∋A
 A貰TCAA芋GA(C/T)GA芋GAACCTぞ

 CTACATCτCG(C/丁)GCTCCTGTTG
TGGCAGGCAG(CIA)AAGCCTTGCA
TCAAGATTCA(TIA)GCAGATGAGG
 GGCCAAAGTC(Aノぞ)CCTACGTCTG
AGGTTGATCG(TIG)GAGAGGAACC
 GTGCTGCTGA(丁/A)GCTATTGAGG
 C欄「「「CAAG(AIG)AAGAGTG(3GG
 GGATGGC筆AG(C/丁)CGGCAACGAT
 CGCGTGG了GA(C/丁)TCTACAGACA
ATGCTGCAGC(GIA)CTCACAGAAC
 CCTCCGGGCC(丁/C〉GAGGCCGCAG
 TAGTAGGr「CA(GIA〉TAGTGCAGTA
TGCAGTAGAG(C/T)TGTGGAGATC
 GTGCTGCTGA(丁/A)GCTAT'「GAGG
 CCTCCGGGCC(丁/C)GAGGCCGCAG
TAGTAGGTCA(GIA)TA6TGCAGτA
TCCAAGTCAC(C/T)AτCGAGAAGC
 TGCAGTAGAG(CズT)TGTGGAGAτC
 GTGCTGCTGA(TIA)GCTA筆下GAG{ヨ
 CCTCCGGGCC(TIC〉GAGGCCGCAG
 TAGTA(3GTCA(GIA〉TAGぞGCAGTA
 TCAAGTCAAG(GIC〉ATGGCGGTA
 CAATATGTGG(TIC〉ぞGGGTT(AIG)GC総CTAGTTG
 τACTGACTGG(丁/C)TGAGTAAGAT

 AGぞATG芋GTC(G/A)AATTT賞ACT
 GAAGAGGTTC(丁/A)TτGATGTCG(TIC)ATA㎜CAG
 AGGAGTGGAT(AIG)TτCTTCA驚
TATCττGGTA(A/τ)TGCCCATGTT
GCAACAGGAA(GIA)CCT{…ACAGGT
 AATATGGATC(GIA)AAG軍AGAAAτ

 CGCACGGTCA(TIC〉GGA'「ATCCGT
 AGTGATCATA(C/丁〉GCTTGAτACC
 τTGτTTCτGT(丁/A)τ1「r「CTGTCA
TACTATAGTA(C/A)CAGGAGTAGT
 GCT芋CG㎜(丁/C)CGτGCGCACG
TTTCAAACTG(A/G)AAACGGTGCG
 AAACG(3T(3CG(C/丁)㎜GCAA
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 AATAAAGぞAC(AIG)(芋/G)丁TGTTTGGTC
GAAATTCATG(AIG)AAACAGTTAT
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 GAAAGTCTGG(C!ぼ)ATGAACTGTC
 AτCAGAGGAA(A/G〉AACGTATCAA
 ATGCTTGTTA(Cノ丁)CCGTG了GTTG

 一21一



譲

 {
一

難
聾

鼕
鼕
馨

 『
嚢

 、
瀞
麗
華
馨

鼕
鼕

 “
耳
糞

 ・
譲
懸
羅
難
融
難

き 鼕
鼕
譲

馨
婁

雛
麟
翻
難

譲
蕪
無

 職
濃
雛
・
 

欝
欝
一
往

 鐵
灘
辮
,
蕪
鶴
頚
靉
靆
醸
一
葦

 、
灘
懇
灘
驚
鞍
懸
醸
蔓
轄
繋

隙
畿
嚢
 “
嚢
灘

靉
靆

嚢
灘
難

 繋、、
き

 、
藩
舞
,
嚢

磯
鱒
縫
膿
一
鞍
離

襲
鐸

耳
禦
慰
撒
鑓

藻

華
華

叢灘難燃縣輯

 只2394

R2561

C847

E50066

C166

S20045

C347

C52335

R80

C30007

C30515

780.5

 ア81.1

 79哩.7

825.2

826.3

858.1

858.4

858.4

873.2

 940.嘩

 955、3

 S匪974S955.9

 C913A箋010、9

 C窪48窪017.9

ε50590

 C嘩6

 S給6窪6

cso

 等030、2

 硅071.4

 "20、3

 η89、O

 猛50658喋↑312.9

 蕪60窪421261.6

 只肇ア091291.4

 瓢60嘩O窪12嘩00、9

 S2窪窪2512肇00、9

 BTGAAGAAGAA(一/GAA)AAAACTAGCA
 CCAτrT丁丁買(一/T)CCCAAAA驚
CCTCτTCTAC(TIC)GAAAGATGCT

 CATτTGGAGC(CIT)TTCTTAAぞG了
 TCAGAACCAC(C/A)ACATT'「TCAA
 CCATTCCTTT(G/T)CTGGAτCAT了
GTACAATAGT(τ/C)GCAAACATCT

 ぞGAT眉℃CCA(AIG)CTCAT驚CT
 CTGGTAGTGT(AT/一)GTGTGCTGTG

 ATGCTπ「「(3(CIT)AGGTG了AACT

 ㎜GGCTAA(Gイ丁)GGTTGCA嘗A
 ATACC了CCAC(了/C)GAAτ丁汀GGA
GTAATGTTTG(AIG)AAGTTCTCAC
AGAGTTCCCA(GIA)CTCACCCCTC
 TCTCTTr自「「C(TIC)GCGCGCAぞGT
 TGTGTTTTTT(T/一〉GCAAAAAGTr
 AAAAAAAAAA(Aノー)GTAAATACTT
 GTGTTTAGπ(C!丁)ACGCCAAAAT
 TGGAAAAGTT(AIG)GAAGTT了GTG
 TGGAAG貰下G(TGTGTGTAGGAA蓬一GTτ丁TCATGTGATGGAAAAGTTGGAAGmG/一)AAGAAAAAGT
 AGTTTGAAAT(CT丁丁ATAGGTCACATTCTCTTGTGAATTGCAGTTGCCCCTGAAAτ/一)ATGTTACTTT

 BTCτACTCCCC(A/G)TTAATTCC筆A
 TAAGGCττAG(CIG〉GCTAACTぞCA
 TT馴「「r「「(T/一〉ATGGACTG竿(ヨ
CTTAAAAGAT(GIA)TGGAGGAAGT
 TAAAATTATA(G/丁〉ATATGT菅(…T

 BTTτGGTAAGA(丁/A〉TAGTATGG賀
 GA芋GAG了GAT(AIC)TGACTCAτGC
 TCTTTTTTGA(CIA)丁丁TGTTGCτC

 BGAGCAACAAA(G/丁)TCAAAAAAGA
 GCATGAGTCA(丁/G〉ATCACTCATC
 AAAAACAATA(TIG〉ATGCATGAGC-

 CATGAACAGG(C/丁〉CTAGCTGCTT
 ATTτGACAGC(A/丁〉ACCATCACτC
 GGT筆TGATTC(CIA)TCCAAGCTAG
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3TGCATTTTCT(TIC)GTτCTGAAGG
 BACAτAT了AAT(TIC)GCACC(T/C〉GCATGTCA干C

B
B

β
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 BCGAGAAGCCT(GIA〉GGCCAGCCAT
 BTTGTTGTTGT(TGT/一)GAATT「ギCTG
 BGTCCTCCACC(A/G〉TCCGTTAGAG

8
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8

8
8
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8

 8CAA(⊃AAGAAT(A!僅)AGAATGA芋AC
 8AA「rACTτGAT(丁/C〉GAGCTCGAAG

 8算AGAGAGAT(GIA〉CAAAATGCAA

 Nucleotidedifferencesareshownlnparentheses』翫eieftoデセhes!ashi$t軽en廿cieotideofAa鋒ele,a糞dtherig舞tis額atof繍eB,
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 C1272は、受容体タンパク質に相剛生を示す、7回繰り返しのロイシンリッ

 チリピート(LRR)と、1ヶ所の膜貫通領域を持つタンパク質であると予測され

 た。このような遺伝子には、トマトのClα40卿07加邦ノ1欝襯抵抗性遺伝子(α2;

 Dixonθ紹肩996、α91JonesDA8如月99gやシロイヌナズナの成長点の分化に

 関わる遺伝子(CH倣別21Jeongα砿1999)が存在する。日本晴型の対立遺伝子
 に対して多型を示す対立遺伝子では、LRR間と膜貫通領域にアミノ酸変異が存

 在した。この遺伝子は病害抵抗性の品種問差異を説明する遺伝子であるかもし

 れない。

 R80は、β一1,3一グルカナーゼ(Gκ5!から伽s14)に相同性を示した。イネでは、
 異なる器官と条件で誘導される励s2からση5!4が、4つのサブファミリー(A

 からD)に分類されており(Romeroθ紹ng98)、R80はサブファミリーDに属す
 る。サブファミリーAは病害抵抗性に、B、C、及びDは成長制御に関与する

 とされている(Ro撚eroα認1998)。しかし、サブファミリーAに属する伽s!
 の過剰発現体は病害抵抗性を獲得するが、形態的な変化は示さない(Nis難izawa

 ε矧∠2003)。日本晴型の対立遺伝子に対して多型を示す対立遺伝子では、β一1,3一

 グルカナーゼに保存されているアミノ酸jに変異が存在した。この遺伝子は病害

 抵抗性や成長制御の品種間差異を説明する遺伝子である可能性がある。

 Ci2187、C148、R1906、及びCi467は、4ヶ所の膜貫通領域とステロール不

 飽和化酵素のヒスチジンリッチ部位を持つCER1様タンパク質、ioヶ所の膜貫

 通領域とm犠1tianti癩crobね1e煎譲sio11部位を持つ膜内在性タンパク質、5ヶ所の

 膜貫通領域を持つ葉緑体膜の輸送複合体を構成するタンパク質、!及び1ヶ所の

 膜貫通領域を持ち翻訳開始因子SUI領域を持つGOS2とそれぞれ相同性を示し

 た。日本晴型の対立遺伝子に対して多型を示す対立遺伝子のアミノ酸変異は、

 遺伝子機能に関わるものではないと考えられる。日本型品種で4つの対立遺伝

 子が検出されたSio844は、レトロトランスポゾン様の遺伝子であった。他の

 C60656、Ci2409、及びR1862は、完全長cDNAの塩基配列情報から予測した

 タンパク質のアミノ基末端側や保存領域が欠失しており、日本晴型の対立遺伝

 子においても正常な遺伝子機能を喪失していると考えられた。
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 第二節ゲノム情報を利用したA肌Pマーカーの駐C鼠マーカーへの変換

 く緒言>

 AFLP分析(梅sε∫認ig95)は、任意に選んだ2系統間のDNA多型を効率良
 く検出できる技術である。AFLP分析は、ゲノム全体を対象に解析が可能で、

 電気泳動分析の際、ゲルの1レーン当たりに多数のバンドが検出できるため、

 DNA多型の検出効率が高い。また、ゲノム配列情報が必要なく、PCRに用い

 るプライマーの組合せを変えることで、多数のDNAマーカーを作成できる。

 その反面、再現性のある結果を得るためには、高純度な試料DNAが必要であ

 り、また、分析自体にも労力がかかる。AFLP分析で検出したDNA多型を、手

 間がかからず、安価に、再現性良く検出するために、塩基配列特異的なPCRマ

 ーカーに変換することが望まれる。

 AFLPマーカーを塩基配列特異的なPCRマーカーに変換する試みは、多数報

 告されている(sh蹴α認1999,P段rke罫&L鍛gridge2000,sardesa童α砿2002,Ev&11s

 &」&mes2003,Stracke6`磁2003,vo簸Stackelbergε雄孟2003)。ほとんどの場合、

 AFLP分析で検出したバンドの塩基配列からプライマーを設計している。この

 ようなプライマーを用いたPCRでは、プライマーに挟まれた領域に存在する

 DNA多型しか検出できないため、AFLP.マーカーの塩基配列特異的なPCRマ

 ーカーへの変換効率は低くなる(Sha11ε齢n999)。AFLP分析で検出した制限酵

 素部位とその近傍のSNPを含むようにプライマーが設計できれば、それぞれ

 CAPS分析(Kolliec麗y&A慧subeli993)とPCR-RF-SSCP分析(Sa‡o&Nishio

 2002)によりそれらのSNPの検出も可能になる(F圭9慧rei.3)。
 本研究では、日本型品種である日本晴とコシヒカリを用いてAFLP分析を行

 った。公開されたイネゲノム配列情報を利用して、AFLP分析で多型を示した

 DNA断片の染色体上の位置を決め、その領域を挟み込むようにプライマーを設

 計した。このプライマーを用いたPCRにより、SCAR(se騨ellcechar&ctehzed

 &mp駈edreg墨011)マーカー、CAPSマーカー、及びPCR-RF-SSCPマーカーを作成

 した。また、本法を異なる品種の組合せ(東北王68号一こころまち)にも適用し

 た。

 <材料・方法>

 ゲノムDNAの抽出

 イネ10品種(日本晴、コシヒカリ、こころまち、東北168号、アキヒカリ、

㍉
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 ひとめぼれ、きらら397、ササニシキ、台車65号、戦捷)を材料とした。日本

 晴、コシヒカリ、アキヒカリ、及び戦捷の4品種の種子は(独)農業生物資源

 研究所の矢野昌裕博士より、他の6品種の種子は宮城県古川農業試験場の永野

 邦明氏より分譲を受けた。ゲノムDNAの抽出は第一節に従った。

鋤

 AFLP分析はVbsα認(1995)の方法を改変して行った。250ngのゲノムDNA

 をEco磁と藺ε1で切断し、EoO斑アダプターと伽61アダプターを結合させた

 (AFLPCoでeRe我ge癬Kit;至難vitrogen社製)。非選択的な1次PCRには、E60R1-0プ

 ライマー(5'一GACTGCGTACCAA℃TC-3')と酪θ1-0プライマー(5'一

 GArGAGTCCTGAGTAA-3})を用い、選択的な2次PCRには、3}末端に3塩基

 を付加したプライマー(例えば、E60Ri-CAAプライマー;5'一

 GACτGCGTACCAArTCCAA-3')を用いた。5%変性ポリアクリルアミドゲルを
 用いて、300Vの条件で電気泳動を行った。ゲルをGelS雛N慧deicAcidGelStain

 (C蹴brex社製)を用いて染色後、Mo重ecu13rIm3gerFX(B10-RAD社製)でバンド

 を検出した。多型を示したDNA断片を抽出する場合は、シルバーステインキ

 ット(ArTO社製)によりバンドを検出した。

 鐡近.

 多型を示したDNA断片を、Nicod&Larg{&der(2003)の方法に従いゲルから抽
 出し、EcoRI-0プライマーと緬ε1-0プライマーを用いてPCRで増幅した。塩基

 配列は、ダイレクトシークエンス法により、あるいはpGEM-TEasyVbc縦

 (Pro磁eg&社製)に挿入し、蛍光DNAシークエンサー(CEQ2000;Beckm&nCoulter
 社製)で決定した。決定した塩基配列をRiceBLASTプログラムで検索し、その
 塩基配列を挟み込むようにプライマ…を作成した。

 SCARCAPS、一“PCR-RF-SSCPマ一一∠＼"・

 20鍛gのゲノムDNAにま国の20粋Mフォワードプライマーと20粋Mリバー

 スプライマー、2.5μ1の10x翫惣gBuf睡(Mg2+Plus)(タカラバイオ社製)、2瞬

 の2.5mMdNTPMixtuぎe(タカラバイオ社製)、0.iト“の5U/移1鞠ポリメラーゼ

 (騒飽勘Ex肱g;タカラバイオ社製)を加え、滅菌水で25郎とした。PCRは、94℃

 で1分間熱変性させた後、94。Cで30秒、58℃で30秒、72。Cで1分の反応を

 40回行い、最後に72℃でi分間伸長させる条件で行った。5終1のPCR産物を

 2%アガロースゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイド染色によりバンドを検

 出した。
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 アガロースゲル電気泳動で多型を示さなかったPCR産物をCAPS分析に供試

 した。試料DNAを10終1ずつに分け、それぞれに0.05μ1のEcoR1(タカラバイ

 オ社製)と添ε1(NEWENGLANDBioL3bs社製)とそれらの推奨緩衝液を加え、

 滅菌水で20終1とした。37。Cで2時間以上反応させた後、それぞれ10鉢1を5%
 ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイド染色によりバン

 ドを検出した。CAPS分析で多型を示さなかった残りの10μ董の試料DNAを

 PCR-R.RS$CP分析に供試した。PCR-RF-SSCP分析は、第一節に示した方法に

 従った。

一

 2終gのゲノムDNAをEcoRi、∫伽dIII、及びXho1(いずれもタカラバイオ社製)
 で切断後、i%アガロースゲルで電気泳動し、ナイロン膜(Nytrai1;Schleiche婁&

 Schu罎社製)に転写した。ナイロン膜に、PCRDIGLabe重宝11gMix(Roche社製)に

 よりDIG(digoxige櫨1)標識されたDNAプローブを、65。cで1晩ハイブリダイ
 ズさせた。ナイロン膜を0.1×SSC/0.1%SDSにより65。Cで20分、2回洗浄した。

 ハイブリダイゼーションとシグナルの検出は、DIGキットのマニュアル(Roche

 社製)に従った。

 <結果>

 晴とコシヒカ亨をいこAFLP△“・

 日本晴とコシヒカリを用いて、360組のプライマー対によるAFLP分析を行

 った。1組のプライマー対で、約20本のバンドを50bp～700bpの範囲に検出し
 た。多型を検出した84個のバンドのうち、29個の日本晴由来のバンドと44個

 のコシヒカリ由来のバンドからD糞Aを抽出し、塩基配列を決定した。このう

 ち、ま0個のコシヒカリ由来のバンドの塩基配列は、日本晴ゲノム配列に相同性

 を示さなかった。6個の日本晴由来のバンドは、それぞれ塩基配列を決定した

 6個のコシヒカリ由来のバンドの対立遺伝子であった。H個の塩基配列は、日

 本晴ゲノム中に複数コピー存在する配列であった。したがって、46個のバンド

 について、イネゲノム情報を利用することで、それぞれの塩基配列を挟み込む

 ようにプライマーを設計した。

 SCAR、CAPS、びPCR.RF.SSCPマーカー∠k翫

 作成した46組のプライマー対を用いてPCRを行い、アガロースゲルで電気

 泳動した。日本晴で予測されたサイズのDNAが単一で増幅したのは44組であ

＼
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 った。8組では日本晴でのみバンドが増幅したため、これらを優性SCARマー

 カーとした(Fig蟹ei.4a,TableL6)。6組では2品種間で異なるサイズのDNAが

 増幅したため、これらを共優性SCARマーカーとした(Fえguぎe1.4b,Tabie1.6)。
 多型が検出されなかった30組について、CAPS分析を行った。CAPS分析で

 Eoo照を用いた場合は5組で、醜ε1を用いた場合は7組で多型を検出した。1

 組では、Eco照と酪ε1のどちらでも多型を検出した。したがって、これらをCAPS

 マ…カーとした(Figure1.4c,Ta靱e1、6)。
 残りi7組について、PCR-RF-SSCP分析を行った。EooR1を用いた場合は2

 組で、燃ε1を用いた場合は2組で多型を検出した。8組では、Eco磁と燃窃の

 どちらでも多型を検出した。EcoR1と傭elを用いた場合でも多型を検出できな

 かった5マーカーのうち1マーカーは、働。王を用いたときに多型を検出した。

 したがって、これらをPCR-RF-SSCPマーカーとした(F童gure1.4d,騒b董eL6)。
 岬生SCARマーカーをプローブとしたサザンブロ・・ト∠跳

 8個の優性SCARマーカーについて、これらをプローブとして日本晴とコシ

 ヒカリを用いたゲノミックサザンブロット分析を行った。NKi4、NK32、及び

 NK52の3マーカーでは、日本晴でのみ単一バンドを検出した(Figure1.5a)。
 NK.慧、NK22、及びNK48の3マーカーでは、2品種でスメアなシグナルを検

 出した(RgureL5b)。NK23では、2品種でサイズの異なる単一バンドを検出し

 た。NK51では、2品種で共通のバンドの他に、日本晴に特異的なバンドを検

 出した。合計4個のβ本晴特異的な塩基配列を見出した。

 このことから、日本晴ゲノムに相同性を示さなかった⑳個のAFLPマーカ

 ーについても、これらをプローブとして同様にゲノミックサザンブロット分析

 を行った。その結果、8マーカーでコシヒカリ特異的な単一バンドを検出した

 (Figure15c)。他の1マーカーでは、2品種で共通のバンドとコシヒカリに特異

 的なバンドを検出し、残りまマーカーでは2品種でシグナルが検出されなかっ

 た。これらのコシヒカリ特異的な塩基配列は、RFLPマーカーとして利用でき

 る。

 PCRマーカーに変蓋できなかったAFLPマーカーの'・析

 CAPS分析やPCR-RF-SSCP分析で日本晴一コシヒカリ間で多型が検出されな

 かった4マーカーについて、コシヒカリのDNA断片の塩基配列を解析した。

 予想に反して、これらは日本晴ゲノムの塩基配列と同一であった。AFLP分析

 を繰り返しても、これらの4マーカーは多型を示したため、塩基配列以外の多
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Figure 1.4 DNA polymorphism of SCAR, CAPS, and PCR-RF= 
SSCP markers between ' Nipponbare' (N) and ' Koshihikari' (Ks:)-
a: a dominant SCAR marker; b: a codominant SCAR marker, c: a 
CAPS marker; d: a PCR-RF-SSCP marker. M: DNA mixture of 
' Nipponbare' and ' Koshihikari' (.1 : I ) 
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 丁毎ble↑.6Seq雛ence-specificmarkersconve枕edfror捻theAFL幹markersfor醸pponbareandKos媛hika擁
 Maギker

 na順e  PC只pri螢erset(S㌧31) Chr.

 Restギiction

 cMe湾zy類e

釜

 Dom飴antSCAR階arkers

NKη

 涌く14

 舞K22

 酸く23

NK32

NK48

NK51

NK52

 GT了τTAGTCCCTGATCGACCC

CGGTTTAGCACGAτCTATCAAG

 CCCTATA'「AAGGT(ヨ(3GCAGGAG

AAACAACAGTGCCACCATGTAG

 CAGAGAATC芋GTGGAAAACTCTGA

 τ下AGτCCAAAACC'rCAATCCAAA

 GGTTT6ACTGAATCA(ヨAAATAGTGC

ATTTCATTCTCCCATTTCTCCTC

 Codomina冷tSCA衆markers
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 穫K28
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CGAGGTTCCCTAATGACCAA
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 CCTGACAGCTTGττ「下CττTGTC

CGCGAGCTCTAAGTCTAACCTG

CATACTTGCAτACTCCCACATGA

TCCTCA(3AGACACCττTCTCATC
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 NK窪5

NKI6
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NK27

NK37

NK38

NK43
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TGATAGGτGTτCAGAACTTCAG

TAATTTTTAATGGGCAT(3AGA6

AAGGTGGCAGGTTTACCAAA

 TGGTGGAGACAAAAG(ヨTTCGAG

GTA(3ATTAGTCCTTATGATGGC

GATGATAGACACAGCTTGACG

ATTCTACTCCAAACACCCCAAGA

AATTTGTTGCAT(3τGGGτGTAG

 ATACGτGTGCACAτ丁TGTτGCT

 A(ヨATGGAGGCTAGATATCATTGG
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 TCTGCAA(ヨTACTATATGGCCTAGAA

CGATTAAτTTG6TGTCAACAGG

TTACTCACAATATGCCACGTCAG
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TTTGGTGTGTGTAGATGTTGCT

GAGGATTGCGAGAGAAGGATAC

GATCGAAAAACTCAGGGAAGC

GTGTTGAAGAGCTCCAGATGATG

 TGGGGACTATATGTATAGAGτTG「rギTT

TTACC(3AGTCGCAGGTAAATATC

 TCT一「CCTTATTATCCTCATGCAA

TGTTCAGCTGCCTGTACATATCA

 TAGCCGATTGGA(ヨ(ヨTTASATAGC

ACTGTGTCAACAGTAGCAGAC

TAGAGAGGAAGATTTCAAGTGG

GGCTTCTGTATTATTCCTCGGTTA

CAAGTCGGTCAT(3TATCAAACAG

 TACAGT(3C了CTGCTATGTGAACC

 CAGGTGTTGτ下CGTGATATτTGA

 GATAACATTGAA肩`GGGAACATCA

CCCCTGTAGAGTGGCAAATAATA

 C買GTACTTCGCCCCTCTTG

GTC6GTτTGAT6AAAGATT℃G

 GGA(…(ヨ(:G了AAτAGAπGACTτGA

 GATGA了GCTGTCATTCAACCAT

 CT下AA蕾CCTCCCGGTCAACTA

CAACπCAGATGAAAGAGGCAAA

 AACTACAG芋GACCACCAGA(ヨC

 CCTCT'「CACACATマTGAAGTTG

 A(ヨGTCGGTAAGGAAGCGACT

TGGTGGGTGTGTTGATGATGG

GCGTATCTCATGTATACGTT6

 AGCTGG芋GGGGATぞTAAACG{3

CGτCAGGTAAAAAGCATCAAGAG

 CACGCTCτ下CGTC驚ATCACπ

 GTCCC下rAGATCAGG(3GATTAGT

 CCATGTATCACAATTACGCTG芋G

GGATGTTATAGCTTCCTTATCCAA

 GGCTCAA涯一ACCτTTπGCATCTA

GGAG(3TAGGAAAAGGACCAGTTA

ATTATGGGTCAAAGGGAGCTCAG

CTGTCTCGGACGATTτGCAT

 GCCC了CTCCCTCTATCτrTCTCT

 TGAG了TGTGTCAGGAA6GCTAAT
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GTTAGCCAAGAGGCTTAGGGATA
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AAGGA6AGAAAATCTAGAACCACA

T(3TAAGCTCCTCTCTCCAτCTCTT

TGAGCAGAACATATGAAATTTTGG

GTTAAAGAGCCATCTGTGAC(3GG

12108.2

296.6

 1荏117.0
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Figure 1.5 Southern-blot analysis of the genomic DNA of ' Nipponbare' 
(N) and ' Koshinkari' (Ks) using dominant SCAR markers and a 

' Koshihikari '-specific sequence as probes. 
a: a probe ofa dominant SCAR marker from ' Nipponbare' (NK32) which 
detected a sin_gle DNA fragment of ' Nipponbare'. b: a probe of a 
dominant SCAR marker from ' Npponbare' (NK11) which detected 
multiple DNA fragments in the rice *'enome. c: a probe of a 
' I~shihikari'=specific sequence (NK66) which detected a single DNA 

ha**ment of ' Koshihikari'. 
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 型を検出した可能性が考えられた。しかし、これら4マーカーをプローブとし

 て、翫oR1と傭ε1を用いたゲノミックサザンブロット分析を行った結果、いず

 れの場合も2品種間で多型は検出されなかった。

 亦塾したPCRマ一一の百姓、

 多型を検出した40マーカーについて、Blas眠プログラムによる相同性検索

 を行った。8マーカーが50以上のスコアで、レトロトランスポゾン、ジンクフ

 ィンガータンパク質、ArPase、受容体様タンパク質、及び機能不明のタンパク

 質に相同性を示した。他の32マーカーは遺伝子領域と相同性を示さず、AFLP

 分析で検出される大部分のDNA多型は、非遺伝子領域であると考えられた。

 こころまち属.168口霞でのPCRマ一一

 日本晴一コシヒカリ間のAFLP分析で使用した36G組のプライマー対とは異な

 る312組のプライマー対を用いて、こころまち一東北董68号間でAFLP分析を行

 った。54個の多型を示すバンドが検出され、43個のバンドの塩基配列を決定

 した。至3個の日本晴ゲノム中に複数コピー存在する配列、3個の日本晴ゲノム

 配列に相同性を示さなかった配列、及び1個の塩基配列を決定したバンドの対

 立遺伝子を除く26個のバンドについて、イネゲノム情報を利用することで、

 それぞれの塩基配列を挟み込むようにプライマーを設計した。
 作成した26組のプライマー対を用いてPCRを行い、アガロースゲルで電気

 泳動した。7マーカーでこころまちでのみバンドが増幅し、3マーカーで東北i68

 号特異的にバンドが増幅した。これらをそれぞれこころまち特異的優1生SCAR

 マーカーと東北16き号特異的優1生SCARマーカーとした。2マーカーでは2品

 種間で異なるサイズのバンドが増幅したため、これらを共優性SCARマーカー

 とした。残りi4マーカーのうち、2マーカーをCAPSマーカーに、9マーカー

 をPCR-RF-SSCPマーカーに変換した(%b}eL7)。

 CAPS分析やPCR-RF-SSCP分析で、日本晴一コシヒカリ間で多型が検出され

 なかった3マーカーについて、こころまちと東北i68号のDNA断片の塩基配

 列を決定したが、両品種間で塩基配列に差異はなかった。

 変換したPCRマーカーによる日7型品種のDNAタ型解峯

 日本晴一コシヒカリの解析で作成した40マーカーとこころまち一東北168号の

 解析で作成した23マーカーを用いて、10品種のDNA多型解析を行った(Table

 i.8)。i8個の優性SCARマーカーのうち、NK22は日本晴でのみDNAが増幅す
 るマーカーであったが、他の押マーカーは複数の品種でDNA増幅が見られた。

、
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 Table窪.7Seque湾ce-s§ecific鑓霧rkersconverted脅om嫡eAFLPmarkersforKokoromachiandTo舞Gku韮68
Marker

name  PCRpri絹erset(5㌧3')  C執r.

Restrictiorl

 cMe鍛zy類e

 Kokoro組achispecificdominantSCARmarkeギs
KTO2

KTO4

KTO5

Kη2

KT74

KT84

KT87

GGGCATACAAGGTACτAGTT(3

 丁TGττTCTCCTGATGTAGATCG

TCTGAAACCGTCTGTCAT6AAC

TCTTCACτATATATGGGGτGAG

 ACCG(3ACTAGTCTTT下AGGGAGA

 GACGCAAC(3CTTGAGGTAA(ヨ

AGGACGGAGGGAATAGTTTACAG

 To舞oku468speci糞cdominantSCA只markers
 KT75肩一CGCCACATAAGTGTGCAT

KT77GGTTTAACAGACCACGCTGTτT

 KT86A(ヨGGCAT(…AGAGTTTAGSA(3ACT

CodominantSCARmarkers

KT76ATGGACTACTTTTCGGTCCAAG

KT78TATGCCTCAGCAACTGCATA(3T

CAPSmarkers

 I(T72Aτ「「AGTGCTGCTTGGGGT了C

 I〈T88GTTTCAC(3τTGGACCAGTAAGC

 PCR一殺算一SSCPmarkers

KTG7

KTOg

 KT嘩3

KT79

KT83

KT82

KT83

KT85

KT89

C(3ATτATGATG6TCGAATTAATC

 C(ヨACAACA(ヨCGTCAACACCAAC

 TτGGCCTATGTTACGG了(ヨTG

TA6TTGTGGGGCCTTTACCTTAC

TCAAATCCTAGTGGGAτCATGC

TATTTACCAGAGGAGGAGGGTTG

CTCAT6GTGTGTTCTTCAAGGT

AATGTGATGGGGAGGπTGA

ACTGTTCATCCAGCτGAGTTTG

 丁TATT6CAAACTTACCACTAGC

TCTGTCATATTTCACCτCGAG

 TGGCATTGATT下TGTCATAGAC

CAGTCCTATTTTGTGAGGTAG

GTCTCGCGAATTAGTCCAAGAT

TTTGGTGAGCAAAAACCTCT

CAACAAGACTATA(∋GACCGAAGC

 GAGGAAAAAGGGA(3GGAAAA(ヨ

 GGGCTCAぞTG了CATCTCAAGTT

 CT一「CCATCGATCTGTAGAGGA(…A

 GCGGGA涯一A(翼AAAAGGCTAGA(3A

GAGGTTAAGCGTCTCTGGAAGAT

TTACCTTCACTGGAGTTCTGTCC

AGATCCTCATCCCGGTACTCτAC

CTTGAGAAGAGTGGTCTCCTC

TGTCGATAACACCGACGAAACG

 TGTAGCCCGCTGCTCTTA芋T

AGATGCGACTTTGCACGTAGAT

 CTATGTCATCGC了TCTCAπGC

ACATCCAATAAGSGTTGGCAAG

 GCCATTAGGCAGAC「rGAAAACT

ATAAAGACTTCCCACGCGAAAC

GATTGTGGTGAGGTGTGτTGTC
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 8個の共優性SCARマーカーのうち、NK41は3つの対立遺伝子を検出した。15

 個のCAPSマーカーのうち、NK15も3つの対立遺伝子を検出した。KT88では

 戦捷のDNAを増幅しなかった。22個のPCR-RF-SSCPマーカーのうち、5マー

 カーで3つの対立遺伝子を検出した。NK34では戦捷のDNAが、Kτ81では台

 中65号と戦捷のDNAが増幅しなかった。PCR-RF-SSCP分析の多型検出能の

 高さが、他の分析法に比べて3つの対立遺伝子を高頻度で検出する原因である

 と考えられた。

 く考察>

 AFLP分析により、1簸de1とSINPの2種類のDNA多型を検出することができ

 る。100bp以上の大規模な111de1は優性SCARマーカーに、100bp以下の小規
 模なInd¢まは共優性SCARマーカーに変換でき、EooRIと鮪aの認識部位の一

 塩基多型はCAPSマーカーに、その近傍のSNPはPCR-RF-SSCPマーカーに変

 換できた。AFLP分析で多型を示した塩基配列を挟み込むように設計したプラ

 イマーによるCAPS分析とPCR-RF-SSCP分析により、AFLPマーカーを高い効

 率でPCRマーカーに変換することが可能であった。

 AFLP分析で多型を示した塩基配列の一隣接領域は、逆PCRを用いる方法

 (Bensc蓋α認2002)やGellomeW3重kerK童“Cb鍛etech社製)によるサプレッション

 PCRを用いる方法(Brugm&11sα鳳2003)により単離されており、AFLPマーカ

 ーをPCRマーカーに変換する効率を向上させている(Brugm鋤sα認2003)。PCR
 マーカーの分析には、種々の制限酵素を用いたCAPS分析やdCAPS分析

 (Michae}s&Ama麟。}998,Ne伽r嶽1998)が用いられている。dCAPS分析には、

 一塩基多型部位に制限酵素認識配列を作り出すための特殊なプライマーが必要

 であるが、PCR-RF-SSCP分析はCAPS分析に用いたプライマーを利用すること

 が可能である。

 優1生SCARマーカーによるゲノミックサザンブロット分析から、日本型品種

 には品種特異的な塩基配列が、多数存在することが示された。トランスポゾン

 の〃泌πgが日本型5品種のゲノム中の異なる領域に挿入されていることが明ら

 かになっている(Kikuchiε1認2003)。本研究で見出した品種特異的な塩基配列

 はトランスポゾンである可能性があるが、それらのほとんどはゲノム中に1コ

 ピーで存在し、既知のトランスポゾンと相同性を示さなかった。これらの配列

 は、片方の品種で保持されているものの、もう片方の品種では欠失した配列で

、
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 あると考えられる。

 7個のAFLPマーカーが、塩基配列に差異がないためPCRマーカーに変換さ

 れなかった。塩基配列が同一であるにも関わらずAFLP分析で多型が検出され

 た原因の一つに、DNAのメチル化状態の違いの可能性が挙げられる。しかし、

 EεoR1や添ε1を用いたゲノミックサザンブロット分析では多型は検出されなか

 った。この問題について本論文ではこれ以上の言及は避けるが、今後の解明す

 べき点になるだろう。

 イネではこれまでに、日本型品種とインド型晟種との雑種集団を用いた遺伝

 子マッピングのために、多数のRFLPマーカーが作成されている(Ha驚shim躍∫4孟

 1998)。しかし、これらのRFLPマーカーのうち日本型品種間でDNA多型が検

 出できるのは、僅か10%程度である(Takeuchまε紹Z2001,Zenb&yas短α磁2002)。

 このDNA多型の検出効率の低さが、日本型品種間の雑種集団による連鎖解析

 を困難にしている。イネでは、18,828個のSSRマーカーが作成されており

 (厭em3tio1媛RiceGeno搬eSequendgProject2005)、日本型品種間でもDNA多型

 が検出できる多数のSSRマーカーが見出されている(河野ら2000)。本研究で
 は、AFLP分析は日本型品種のDNA多型を効率良く検出でき、塩基配列に差異

 のあるAFLPマーカーを全てPCRマーカ=に変換できることが示された。AFLP

 マーカー、あるいはAFLPマーカーを変換したPCRマーカーを、SSRマーカー

 と共に用いることで、日本型品種間のような近縁品種間の雑種集団を用いた遺

 伝子マッピングが可能になると期待される。また、AFLPマーカーのPCRマー

 カーへの変換にはゲノム情報を利用することが有効である。現在、ゲノム情報

 の解読がマメ科(Yo慧11gθ∫認2005)やナス科(Mu罎erα認2005)などでも進行中
 であり、それらが利用可能になれば、本法は多くの種に応用できる技術となる。

、
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 第二章簡易き溺A多型分析技術の開発

 第一節箋スマッチ切断酵素による縢本型品種の一塩基多型解析

 く緒'言>

 ヘテロ二本鎖核酸(DNA対RNA、RNA対RNA・あるいはDNA対DINA)の

 ミスマッチ切断によるDNA多型検出技術は操作が簡便であるため、SNPを含

 めたDNA多型の検出に広く用いられている(Myersασn985,Goi面ckα認

 1996,0重eykowshε盈n998)。DNA対DNAの二本鎖DNAを切断するミスマッ

 チ切断酵素は、アルファルファ、アスパラガス、リョクトウ、セロリ、レタス、

 パセリ、ブロッコリー、キャベツ、カリフラワー、トマトなどの植物体から抽

 出されている(01eykowskiε毎月g98)。

 TILL梱G法は、蛍光標識したプライマーを用いたPCRによりDNA断片を増

 幅させ、ヘテロ二本鎖DNAをセロリから抽出したCEL1で切断後、ポリアク

 リルアミドゲル電気泳動でSNPを検出する技術であり、様々な生物種の突然変

 異体選抜に利用されている(Gま重ch授st&Ha1ユghn2005)。また、丁王LLING法はコム

 ギの育種(Sladeα認2005i)や、シロイヌナズナのエコタイプ間の自然突然変異

 検出に応用されている(Comaまε惚孟2004)。

 本研究では、ミズナから抽出した粗タンパク質をミスマッチ切断酵素として

 利用し、日本型品種のDNA多型を検出した。

 <材料・方法>

一

 ミズナからのミスマッチ切断酵素の抽出は、Tillε1α∠(2004)の方法を改変し

 て行った。50gのミズナの葉柄を液体窒素中で乳棒と乳鉢を用いて粉砕し、30ml

 の抽出液(100mMTris-HCHp駐7.5),100移MPMSF(phe靭㎞e毛hylsulfb鍛yl

 nO麟de))で懸濁した。2,600×gで20分間遠心分離した後、上清に硫酸アンモニ

 ウムを25%飽和になるよう加え、4。Cで30分間振盪した。13,000×gで40分間

 遠心分離した後、上清に硫酸アンモニウムを80%飽和まで加え、再び4。Cで30

 分間振盪した。i3,000×gで60分間遠心分離した後、沈殿に2類1の抽出液を加

 え、完全に溶解した。得られたタンパク質溶液を100懲MTr墨s-HCl(診H7.5)溶液
 中で透析し、回収した溶液をミスマッチ切断酵素とした。

一

 日本型品種のゲノムDNAから、PCR法で遺伝子断片を増幅した。使用した

駕
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 プライマーはS13781(3)、R25㊦(135)、R2394(324)、及びC12965(i886)(TabieL1)
 であり、PCR条件は第一章・第一節に従った。ヘテロ二本鎖DNAの作成は、

 Ma醜bara&Kure(2003)の方法に従った。ミスマッチ切断酵素によるミスマッチ

 切断は、Tillα認(2004)の方法に従った。45。cで30分間反応させた試料DNA
 を2%アガロースゲル、または6%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、エチ

 ジウムブロマイド染色によりバンドを検出した。

 <結果>

 詩'仁DNA'`のしの獣

 多型検出が可能なDNA断片長を調べた。T&bleL1に示した通り、S1378i、

 R2561、及びR2394は、日本晴一コシヒカリ間のDNA多型を検出するマーカー

 であり、それぞれ約2.2kb、1.3kb、及び2.OkbのDNA断片を増幅させる。各

 マーカーで増幅するDNA断片には、それぞれ1ヶ所の一塩基多型、1ヶ所φ一

 塩基多型、及び3ヶ所の一塩基多型と3ヶ所の挿入・欠失変異が存在する。分

 析の結果、いずれの場合でも予測されたサイズのバンドを検出し(Figt鵬2、1)、

 約2kbのDNA断片の多型解析が可能であることが明らかになった、次に、多

 型の検出が可能なDNA混合比を検討した。コシヒカリのゲノムDNAに日本晴
 のゲノムDNAが0、1/2、1/4、1/8、i/16、及びi/32の濃度比で混合した試料を、

 上記の3マーカーで分析した。その結果、いずれの場合も混合したDNAの濃

 度比が1/8以上1/i6未満が、切断DNA断片の検出限界であった(Figure2.2)。
 瑠口のDNA刑盤

 第一章・第一節に示した日本型17品種のうち日本晴を除くiぎ品種を2つの

 群(品種群Lコシヒカリ、アキヒカリ、ヒノヒカリ、きらら397、喜峰、農林

 6号、農林22号、いただき1品種群2:ひとめぼれ、ハツニシキ、ササニシキ、

 初星、黄金晴、農林1号、農林8号、陸羽i32号)に分け、C12965でDNA多型

 分析を行った。日本晴と品種群王の混合試料、及び日本晴と品種群2の混合試

 料において、切断断片が検出された(Fig“re2t3)。多型を示す品種を特定するた
 めに、1品種ずつゲノムDNAを日本晴のゲノムDNAに混合し、再度分析を行

 った。その結果、アキヒカリ、ササニシキ、農林6号、農林8号、農林22号、

 及び陸羽B2号の6品種で多型を検出した(Fまgure2.3)。この結果は、PCR-RF-

 SSCP分析の結果と一致した(Figure2.3)。
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Fi** 2.1 SNPS analysis by mismatch cleava*"e usin*' Brassica petiole 
extract. 

A. DNA fagnlents of 3, 135, and 324 have I SNP, I SNP, and 3 
SNPs/3 Indels between Nipponbare and Koshihikari. B. Cleaved 
bands were detected in a mixture ofNipponbare and Koshihikari 
DNAS (2). , but not in Nipponbare DNA (1) or Koshihikari DNA (3). 
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Fi*gure 2.2 Signal detection under the various ratios of Koshihikari DNA to Nipponbare 
DNA. 

Lane I contains only Koshihikari DNA. Lane 2, 3, 4, 5, and 6 have Koshihikari DNA 
mixed with 112, 1/4, 1/8, 1/16, and 1132 amount ofNipponbare DNA, respectively. 
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 <考察>

 ミズナから抽出したミスマッチ切断酵素を用いたヘテロ二本鎖DNAの切断

 により、日本型品種のDNA多型検出が可能であった。ミスマッチ切断酵素は、

 50gの植物体から塩析・透析操作のみで、数千試料を分析するのに十分な量が
 得られるため、極めて安価に多検体のDNA多型が分析できる。第一章・第一

 節に示したPCR-RF-SSCP分析は、約2kbの長さのDNA断片中の多型を検出

 できる(s&to&Ni廊02003)が、ゲルの1レーンにi試料しか電気泳動できない
 点と、電気泳動分析にポリアクリルアミドゲルを用いる点で、多検体のDNA

 多型分析に労力がかかる。ミスマッチ切断酵素によるDNA多型分析で分析可

 能なDNA断片長は約2kbであり、その点ではPCR-RF-SSCP分析と同等であ

 ったが、ゲルの1レーンで8品種以上16品種未満の混合DNAの多型検出が可

 能であることから、PCR-RF-SSCP分析に比べて多検体のDNA多型分析が可能

 な点で優れていた。また、アガロースゲルによる電気泳動分析でも切断DNA

 断片の検出は可能であり、ポリアクリルアミドゲル電気泳動を用いるPCR-RF-

 SSCP分析に比べて、実験操作は簡便であった。

 本研究ではイネ品種間の自然突然変異を検出したが、誘発突然変異の検出に

 も応用が可能である。EMS誘発突然変異体を逆遺伝学的な手法で同定する

 TILLING法は、様々な生物種で用いられている(G宝玉chr撤&Ha簸ghn2005)。

 TILLING法では、切断DNAを蛍光DNAシークエンサー(LI-COR4300:LI-COR

 Biotech難oiogy社製)によるポリアクリルアミドゲル電気泳動により検出する

 (Ti11ε齢乙2003)。本研究での電気泳動分析にはアガロースゲルを用い、切断D]NA
 断片はエチジウムブロマイド染色により検出している。本法の切断DNA断片

 の検出感度は、混合試料中の変異DNAの検出限界がi/8以上i/16未満である

 ため、τILLING法のi/16(8個体分のゲノムDiNA中には、16セットのゲノム

 DNAが含まれるため)(Tillα認2003)には劣る。しかし、本法によるDNA多型
 分析は特殊な実験装置を必要としないため、1試料当たりの解析にかかる費用、

 時間、及び労力はTILLINGに優ると考えられる。

、

 ,43一
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 第二節ドットプロット分析によるDNA多型検出技術の開発

 第一項ドットブ資ット分析による挿入・欠失変異の検出

 く緒言>

 PCRを利用するDNA多型検出技術には、SSR、CAPS、AFLP、PCR-RF-SSCP

 分析などがある。RFLP分析はサザンプロット法に基づいてDNA多型を検出す

 る。これらの分析法に必須なゲル電気泳動には時間や労力がかかる。ドットプ

 ロット分析法はゲル電気泳動分析や、時にはPCRが不要であるため、分析に必

 要な時間や労力、費用を軽減することができる。これまでに、ドットプロット

 分析は、ラットの遺伝地図の作成(Y&masl}漁α磁2000)、アブラナ科植物のS

 遺伝子型の判定(Fゆmo重。&Ni甑02003)、デンドロビウムの種の判定(LiTXεオ

 砿2004)などに利用されている。ドットプロット分析には遺伝子型や品種を識
 別できる特異的なDNA配列がプローブとして必要であり、F擁圭mo重。&IN柚io

 (2003)は、アブラナ科植物で多様性に富む遺伝子SP/!をプローブとして、S遺
 伝子型やF1ハイブリッド品種の識別を行った。イネでは、SP!!の様な多様性
 に富む遺伝子は同定されていないため、品種特異的なDNA断片を見出すこと

 がドットプロット分析に必須となる。大きなDNA断片のIndeiは、、ドットプロ

 ット分析のプローブとして利用が可能で.ある。2bs17(H墨rochik3α砿ig96)や

 鷹Plng(環kuc麺α磁2003)は大きなDNA断片のhlde1ではあるが、イネゲノム
 中に複数コピー存在するため、ドットプロット分析のプ資一ブとして利用する

 ことはできない。

 第一章に示したように、PCR-RF-SSCP分析とAFLP分析により品種特異的な

 DNA断片が見出された。これらのDNA断片は、イネのドットプロット分析の

 プローブとして利用が可能であると考えられる。本研究では、これらのDNA

 断片を用いたドットプロット分析により、日本型品種の識別や組換え自殖系統

 群の遺伝子型判定を行った。

 <材料・方法>

一

 日本型27品種(アキヒカリ、あきたこまち、チヨホナミ、どまんなか、初星、
 ハツニシキ、ヒノヒカリ、ひとめぼれ、いただき、喜峰、きらら397、黄金晴、

 こころまち、コシヒカリ、こしいぶき、日本晴、農林1号、農林6号、農林8

 号、農林22号、奥羽197号、陸羽132号、ササニシキ、台中65号、東北168

 言、。

 .44一



嚢
垂

鼕
鼕

霧
箋
…

鼕
鼕
鐘

鼕
鼕

鼕
鼕
灘
灘
難
難

壁

 藩
・
鐡
輸
懸
絶
鞍
灘

螺
鎌
馨
鶴

里漁

 号、トヨニシキ、ヤマボウシ)、インド型3品種(バスマティ370、IR36、カサ

 ラス)、陸稲1品種(戦捷)、コシヒカリの遺伝的背景にカサラスの染色体の一

 部を導入し、カサラスの全ゲノムをカバーしている23系統の染色体部分置換

 系統群(Ebitaniε言説2005)、及び東北168号/こころまち由来の93系統の組換え

 自殖系統群(F7世代)を材料とした。各品種と組換え自殖系統群の種子は宮城県

 古川農業試験場の永野邦明氏より、染色体部分置換系統群の種子は(独)農業

 生物資源研究所イネゲノムリソースセンターより分譲を受けた。ゲノムDNA

 は、葉からはDe肱port3α認(季983)、Edw3rdsε権奴i991)、及びDOyle&Doy墨e

 (1990)の方法を改変して、種子からはEdwardsαα∠(蓬991)と大坪ら(1999)の方

 法を改変して抽出した。0.1gの葉または精米を粉砕し、それぞれの方法のDNA

 抽出液で懸濁した。得られた沈殿を0.2mg/m董のRN3seAを含む10μ1の0.2×TE

 に溶解した。DNAの濃度は、DyNAQuan殿Oo(A蹴r曲&mBioscie盤ces社製)で測
 定した。

一

 第一章・第二節に示したサザンプロット分析により明らかになった10個の

 品種特異的DNA断片をmG標識した。DNA断片の.DIG標識は、第一章・第

 二節に示した方法に従った。PCRの条件は、T&bie2.まに示した。

 第一章・第一節と第一章・第二節に示した塩基配列分析により明らかになっ

 た4個の短い挿入配列の検出には、5'末端をD王G標識した合成オリゴヌクレオ

 チド(日本遺伝子研究所社製)をプローブとして用いた。プローブの塩基配列は、
 Table2.2に示した。“

一

 ドットプロット分析は、F唾mo重。&Nishま。(2003)の方法を改変して行った。

 試料混合液(200119/終1の試料DNA、10mMEDTA、0.4iN漁OH)をマルチピン

 プロッター(ArTO社製)を用いてナイロン膜(Nytr&nNlSchま$icher&Sc1臓ell社
 製)にドットプロットした。ハイブリダイゼーションの条件は、T&ble2.1とTable

 2.2に示した。ナイロン膜を0.1×SSC/0.1%SDSにより68℃で20分、2回洗浄

 した。合成オリゴヌクレオチドをプローブに用いた場合は、60℃で洗浄した。

 『ハイブリダイゼーションとシグナルの検出は、DIGキットのマニ.ユアル(Roche
 社製)に従った。

 サザンブロ・・ト分析

 第一章・第二節に示した方法に従った。

 “
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 6個のコシヒカリ特異的なDNA断片の塩基配列は、pGEM-TEasy驚cto1
 (Pmmega社製)に挿入後、3つのコロニーの大腸菌からそれぞれプラスミドを抽
 出し(QIAprepSpillMin圭prepKi‡;QIAGEN社製)、蛍光DNAシークエンサー

 (CEQ2000;Beckm3nCou1‡er社製)で決定した。

 <結果>

 DNA“L」吐とハブ亨ヤゼーションの津

 0.1gの葉から、Dellapo1taε如Z(1983)、Edwardsε緬奴1991)、及びDoyle&Doyle

 (1990)の方法により、ゲノムDNAがそれぞれ約3.6終g、4.7μg、及び4.6μg抽
 出できた。疑陽性のシグナルを防ぐために、各試料は2つずつドットプロット

 した。これら3つの方法で抽出したゲノムDNAで、品種特異的なシグナルが

 検出された(F孟gure2.4a)。

 io粒の精米から、Edwardsα磁(1991)と大坪ら(1999)の方法により、ゲノム

 DNAがそれぞれ約3.6終gと4.7移g抽出でき、どちらの場合でも品種特異的な

 シグナルを検出した(F圭gu駕2.4b)。しかし、検出されたシグナル1よ葉から抽
 出したゲノムDNAを用いた場合に比べ㌦非常に微弱であった。精米1粒から

 は、ドットプロット分析に必要な量のゲノムDNAが抽出されていないと考え

 られた。1粒の精米から抽出したゲノムDNAを鋳型に、T&ble2.1に示したプ

 ライマーを用いてPCRで増幅したD賛Aは、品種特異的なシグナルを検出する

 のに十分であった(Fゆre2.4b)。

 D聡標識したオリゴヌクレオチドを、28bp～45bpの挿入配列の検出に用いた。
 ゲノムDNAとPCR産物のいずれをドットプロットした場合にも、品種特異的

 なシグナルを検出した(F童guでe2.4c)。

戯

 NK68を用いたドットプロット分析では、31品種のうち20品種でシグナル

 を検出した(Figure2.5)。これら31品種は、本研究で作成した14マーカーによ

 る分析で全て判別することができ(Table2.3)、品種の同定には10マーカーの分

 析で十分であった。

 ドットプロット分析の結果は、NK52を除いて、T&ble2.1に示したプライマ

 ーを用いたPCRにより増幅したDNAの電気泳動分析の結果と一致した。NK52

 をプローブとして、全31品種のゲノミックサザンブロット分析を行った。ゲ

 、
地
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 ノミックサザンブロット分析によるシグナルの有無は、ドットプロット分析の

 結果と一致した(Figuごe2.6)。サザンプロット分析では6種類のサイズのバンド
 が検出され、NK52のゲノム領域は非常に多型に富んだ領域であることが示唆

 された。

 隠㎝專.白・DNA数のマ“ピン“

 本研究で決定した6マーカー(NK61、NK63、NK64、NK66、NK67、NK68)

 の塩基配列は、日本DNAデータバンク(難tΦ://www.d砺.塊.ac4p/)に登録した(ア

 クセッション番号:AB188i38-A翅88i43)。これら6マーカーについて、Blas眠

 プログラムによる相同性検索を行った。3マーカーがトランスポゾンに相同性

 を示したが、残り3マーカーは既知の遺伝子に相同性を示さなかった。

 大規模な挿入を検出するための10マーカーのうち、NK14、NK32、NK52、

 及びKT90は、第一章・第二節に示した通り、日本晴ゲノム情報を利用してイ

 ネゲノム上の位置を明らかにした。残り6マーカーは日本晴ゲノムに相同性を

 示さない塩基配列であるため、日本晴ゲノム情報を利用して染色体上の位置を

 決定することができない。NK67は、カサラスのBACクローン末端の塩基配列

 に対するBlastN検索(Katag墨r圭α厩2004;

 ht‡p://r躍.d捻a.a鐙。.gojp齪ast/獄nblas“磁1)により、第12染色体の短腕から100.9

 cMに位置付けられた(Table2.1)。NK63、NK64、及びNK68はカサラスではシ
 グナルが検出されないことから、23系統の染色体部分置換系統群を利用してイ

 ネゲノム上に位置付けた。また、NK66はドットプロット分析ではコシヒカリ

 とカサラスではシグナルを検出したが、特異的なプライマーによるPCRではカ

 サラスでDNAが増幅しなかったため、NK66も同様に23系統の染色体部分置

 換系統群を利用してイネゲノム上に位置付けた。NK64は、第3染色体の30.O

 cM-165.2cMがカサラスの染色体領域に置換している系統であるSL208以外の

 染色体部分置換系統群でシグナルを検出した。一方、第3染色体の1.9cM-73.5cM

 がカサラスの染色体領域に置換しているSL207ではNK64によりシグナルが検

 出された。したがって、NK64は第3染色体の88.4cM-i65.2cMに位置するこ

 とが明らかになった(Tabまe2.玉)。同様な解析の結果、NK63、NK66、及びNK68
 は、それぞれSL235、SL235、及びSL224でのみシグナルが検出されなかった。

 したがって、NK63、NK66、及びNK68は、それぞれ第11染色体の79.9cM-117、O

 cM、第11染色体の79.9cM-117.OcM、及び第8染色体の57.2cM-1i8.8cMに

 位置付けられた(Tab董e2.i)。NK61は、東北168号とこころまちの交雑に由来

亜
駕

52.

輩



{

糞
靉
靆
樽
譲

 華
萎
藝
…
莚
蕪
“

嚢
藝

 董
垂
{
棄
華
箋
鑑
蕪

嚢
毳
毳

 .。
葦
。
篇
⑪
爺
お
℃
舅
噂
8ε
愚
繧
の
詫
の
窃
蓄
欝
露
霜
営
麗
の
黒
馬
器
薫
£
。
窯
。
鼠
霧
雲
。
麟
秋
⑪
器
お
霞
。
黛

 霧
8需
琶
蜀
の
く
窯
Q。
穫
。
琶
bD幅
g㊨
§
画
⑪
縢
⑪
愚
。
遷
照
.群
り
べ
。
罷
←
礪
翠
。
蕩
憲
亮
一
瓢
Q。
森
こ
。
の
蝕
3霞
嚢
の
耀
。
蕊
属
鷺
。
勢
霞
8ピ
露
霞
鷺
⑪
霞

 .お
。
紘
ぺ
膿
箔
一
瑠
馨
。
り
誌
>還
欝
の
掘
瓢
㎏
。
の
ゑ
麗
麗
葦
ρ
白
の
磁
蓉
の
。
眉
・
器
O鴇
.慧
翻
翻
鵜

一
十
十
一

幸
中
幸
十

 †
†
十
†
十
十

十
幸
十
十
十
十

醤
奮

十十

十十

 十
十
ー
ー
†
十
一
十
ー
ー
十
一
†
ー
国
命
鉱
鍵

 †
十
一
十
十
準
準
†
†
-
†
十
十
呼
-
十
ぢ
。

靉
靆 『.㎜
離
業

 鞭
鐵
、
藷

灘

 .写 灘
.王

難
離
離
靉
靆
嚢

 ・
灘
簿
灘
難
灘
蝋
灘
馨

鼻

繋
蕪
露

雑
嚢
蕪
灘
嚢
癒
蕪
雑
簸

響

 頃
、
O の。醐誤

華

53.

 お
O
o
っ
①
創
o
D
創
ト
創
O
創
嶋
創
噂
個
の
個
個
創
γ
㎝
O
制
禦
。
っ
で
鳶
禦
鷺
寸
肥
の
響
9
瓢
O
響
①
o
o
N
O
の
寸
の
偶
で

五
蒐

繋
罎
一
襲
一
翼
一
翼
羅
鱒
鑛
瓢
欝
欝
馨

藝

 講
義
三
一
耳
、
・
藝



藝
童

～
『

垂
垂

萎
萎

鼕
鼕

鼕

鼕
薄

霧
毒

棄
馨

蓑
鼕

鼕
惑
灘
舞

…
嚢

馨

舞

馨垂

嚢
雑

嚢
轟

華
 灘
灘
繋
“

擁

懸
華

誌
 ・
順
順
幟
麟

蒙

馨
耳
翼羅
畿

欝

鞭
聾

 鹸蘂■一一■

 する組換え自殖系統群を用いた連鎖解析により、第11染色体の57.3cM-97.3cM

 に位置することが明らかとなった(黙ble2.1)。

 <考察>

 品種特異的なDNA断片をプローブとしたドットプロット分析により、日本

 型品種の判別と組換え白埴系統群の遺伝子型判定が可能であることを示した。

 このドットプロット分析は、多数の試料を一度に扱え、電気泳動や、場合によ

 ってはPCRも不要な技術であるため、時間や労力のかからない、安価なDNA

 分析法である。ドットプロット分析で最も労力がかかるのは、ゲノムDNAの

 抽出である。F唾moも。&Nis11ま。(2003)やし汀xε紹奴2004)は、ゲノムDNAをcTAB
 法(Mur1ay&丁数ompson1980;Doyie&Doy!e19831)により抽出している。CTAB
 法は、ゲノム抽出に手間がかかるうえに、クロロホルム等の有機溶媒を用いる

 ためドラフトなどの設備が必要であり、廃液の処理が煩わしいという点に問題

 がある。本研究では、有機溶媒を使わずに簡単にゲノムDNAが抽出できる

 Edwardsα磁(1991)の方法が、ドットプロット分析に適用できることを示した

 (Figure2.4a)。

 イネの品種判定は、種苗管理に必要な鼓術であるが、品種は米の食味にとっ
 て重要な要因でもあるため、米の流通市場での需要もあり、精米董粒を用いた

 D醤A判定技術が必要とされる。10粒の精米から抽出したゲノムDNAを用いた
 ドットプロット分析では、葉から抽出した同量のゲノムDNAをプロットして

 も、微かなシグナルでしか検出されなかった。精米から抽出したゲノムDNA

 の精製度が、葉から抽出した場合に比べて低いためであると考えられる。さら

 に、精米ま粒からは、十分な量のDNAが抽出できなかったが、PCRによりDNA

 を増幅させることで、ドットプロット分析を行うことが可能になった(Figuでe

 2.4b)。

 10マーカーの分析により、本研究で用いた31品種は完全に判別できた(Table

 2.3)。さらに品種特異的なDNA断片を見出すことで、日本国内で栽培されてい

 る品種の判別が可能になると考えられる。ラットでは、RDA(rep1eselltぬ。聡玉

 di飾re盤ce鍛alysis)法(L圭sits弾α認1993)で見出した466個の董ildelをプローブと
 したドットプロット分析により、連鎖地図が作成されている(Ya瓢ashitaε短Z

 2000)。イネにおいても、RDA法で品種特異的なDNA断片を含む13個のRFLP

 マーカーが作成されている(K邸yaα認拶96)。日本型品種に存在する大きな

 '
、
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 茎nde1は数が限られていると推測されるが、小さな王nde1は多数同定されると考

 えられる。第一章・第二節で示したAFLP分析では、44個のAFLPマーカーの

 うち4個が大きな玉船e1であったのに対して、7個が小さな111戯であった。

 公開された日本型品種とインド型品種のゲノム配列情報を比較することで、

 多数の1n戯が見出されている(Shenε紹∠2004)。これらの配列や、本研究で見

 出した品種特異的なDNA断片は、日本型晶種とインド型品種との交雑に由来

 する雑種集団のドットプロット分析による連鎖解析に利用することができると

 期待される。また、これらのマーカーを用いたドットプロット分析により、日

 本型品種にインド型品種の特定の遺伝子を導入する連続戻し交雑育種の際の

 DNAマーカーとして利用が可能である。
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 第二項ドットプ穏ット分析による一塩基多型の検出

 く緒言>

 SNP分析は、個体識別に利用できる。作物では、SNP分析による品種識別が

 可能である。これまで個体あるいは品種識別には、多様性の高さからSSR分析

 が多く利用されている(SaghaiMaroofα磁i994)。しかし、突然変異体とその
 原品種の識別はSSR分析では不可能である。例えば、イネの半矮性品種レイメ

 イは、フジミノリの突然変異体であり、ジベレリン合成に関する遺伝子341に

 SNPを持つ(Sas我kiε短孟2002)。低アミロース品種ミルキークイーンは、コシヒ
 カリの突然変異体であり、アミロース合成に関する遺伝子階にSNPを持つ

 (Satoα認2002)。このような突然変異体は育種に利用されているので、全ての
 晶種を判別するためには、SNP分析が必要である。

 マップベースクローニングは、信頼性が高く、遺伝子の同定に広く用いられ

 ている手法である。多くの重要な育種目標となる量的形質を支配する遺伝子は、

 QTL解析によりマッピングされる(Y韻。α磁2000)。QTL遺伝子の同定には、
 密に連鎖したDNAマーカーによるファインマッピングが必須である。遺伝子

 のマッピングに様々なDINAマーカーが利用されている中、SSRマrカーが、

 分析が簡単でデータの信頼も高いという理由で、多く用いられている(LiJ8如∠

 2004,Ta顧yaα磁2005)。イネゲノムには18,828ヶ所(iMb当たり51ヶ所)のSSR

 が同定されている(111もem寵on3}RiceGeno簸1eSeq慧ellc圭ngP朗ect2005)が、日本型
 品種間のような任意の2系統問でDNA多型を検出できるSSRマーカーは数に

 限りがあると考えられる。

 ヒトのHLA-DQα遺伝子型とDRβ遺伝子型判定のために、アリル特異的オリ

 ゴヌクレオチドを用いたドットプロット分析が報告されている(Sa顕α認

 組86)。この方法は、簡単で多検体を扱う場合にも低コストで分析が行えると考
 えられるが、植物のゲノム研究には利用されていない。本研究では、競合ハイ

 ブリダイゼーションにより、このドットプロット分析によるSNP検出の精度を

 改善した。また、この方法が日本型品種の識別と育種系統の選抜に応用可能で

 あることを示した。

 <材料・方法>

一

 日本型39品種(アキヒカリ、アケボノ、あきたこまち、あさひの夢、ちゆ

、
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醸言

 らひかり、どまんなか、どんとこい、ふくひびき、ふさおとめ、五百万石、ゴ

 ロピカリ、はえぬき、ハナエチゼン、ヒノヒカリ、ひとめぼれ、ほしのゆめ、

 いただき、金南風、キヌヒカリ、きらら397、コシヒカリ、こしいぶき、まな

 むすめ、祭り晴、めんこいな、むつほまれ、ななつぼし、日本晴、レイメイ、

 ササニシキ、染分、台車65号、トヨニシキ、つがるロマン、月の光、山田錦、

 ヤマボウシ、ゆめあかり、夢つくし)、インド型2品種(ハバタキ、カサラス)、

 及び陸稲2品種(オワリハタモチ、戦捷)を材料とした。育種系統は、岩南25

 号/越南igO号に由来するF3個体を母本に、新青楼1号/Ta}{猫gK慧に由来する

 F4個体を父本とする382個体からなるF4集団を用いた。各品種の種子はそれぞ

 れの育成試験場(Taわie2.4)より、育種系統の種子は(独)農業・生物系特定産

 業技術研究機構東北農業研究センターの山口誠之氏より分譲を受けた。各品種

 の葉から、Edw簾dsα漉(ig91)の方法によりゲノムDNAを抽出した。・

一
 iマーカー当たり二組の17塩基長のオリゴヌクレオチドをプローブとして用

 いた。一組は、タ末端をDIG標識した1ヨ本晴型のSNPを中央に持つオリゴヌ

 クレオチドと、変異型のSNPを中央に持つ無標識のオリゴヌクレオチドからな

 り、日本晴型の対立遺伝子を検出するプp一ブである。もう一組は逆に、5'末
 端をDIG標識した変異型のSNPを中央に持つオリゴヌクレオチドと、日本晴

 型のSNPを中央に持つ無標識のオリゴヌクレオチドからなり、変異型の対立遺

 伝子を検出するプローブである。第一章・第一節で見出した遺伝子領域のSNP

 のほか、日本型品種で検出された非遺伝子領域のSNP(NaSuε敵∠2002)と既知

 の遺伝子変異(s41:S&sak圭α磁2002;鰍一1ηg:S&toε短∠2002;だh41:Doiα漉

 2004;OsP費R:Ter翻is撮εオ認2004;SS伽:Umemotoε醇∠2004)をマーカーとした。

一

 20穀gのゲノムDNAに1藝1のま0μMフォワードプライマーとioμMリバー

 スプライマー、1終1の10×PCRBuf歓(Mg2トPkLs)(タカラバイオ社製)、0.8μ董の2.5

 撚MdMPMxture(タカラバイオ社製)、0.05瞬の5U瞬7勾ポリメラーゼ

 (勉飾Rα肋g;タカラバイオ社製)を加え、滅菌水で10終1とした。PCRは、94℃
 で1分間熱変性させた後、94℃で30秒、58。Cで30秒、72。Cで30秒の反応を

 40回行い、最後に72。Cでi分間伸長させる条件で行った。PCR産物のドット

 プロットは、第一項に示した方法に従った。ハイブリダイゼーションは50℃

 で1晩行った。ナイロン膜を0.秋SSC/0.i%SDSにより50℃で20分、2回洗浄
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 した。ハイブリダイゼーションとシグナルの検出は、DIGキット(Roche社製)

 に従った。

 <結果>

一

 SNPが同定されている3遺伝子(Wx、S3813a、S4655)について、ドットプロ
 ットSNP分析を行った。PCR産物を0.4NNaOHで変性させた後、メンブラン

 にドットプロットした。日本晴型のSNPを持つプローブのみでハイブリダイズ

 を行うと、変異型のSNPを持つ試料にも非特異的なシグナルが検出された

 (Fまgure2.7)。変異型のSNPを持つ非標識のオリゴヌクレオチドを競合オリゴヌ
 クレオチドとして加えると、非特異的なシグナルは検出されなくなった。プロ

 ーブに対する競合オリゴヌクレオチド濃度比を1:0、L1、1:2、i:5、及び1:ユ0

 で検討した結果、競合オリゴヌクレオチドをプローブの2から10倍量混合し

 たときに、特異的なシグナルを検出した(Figuでe2.7)。そのため、5倍量の競合
 オリゴヌクレオチドを混合したプローブを標準的なプローブ溶液とした。

 ドットプロット分析による挿入変異の検出は第一項で述べた通りであるが、

 その方法では欠失変異は検出できない。一挿入と欠失の両方の変異を検出するた

 めに、ゲノム配列と挿入配列の境目をプローブとして用いた。プローブの塩基

 配列と後半部分は同一の配列で、前半部分の配列が異なる競合オリゴヌクレオ

 チドをプローブの5倍量加えた競合ハイブリダイズにより、特異的なシグナル

 を検出した(Figu据2.8&)。
 半矮性の原因遺伝子361は、野生型の対立遺伝子(S4!)では特異的なシグナ

 ルを検出したのに対して、レイメイ型の対立遺伝子(s41のではシグナルが検出

 されなかった。レイメイ型の対立遺伝子を検出するプローブには、8塩基の回

 文構造が含まれており、これが分子内アニーリングしてしまうことが、その原

 因であると考えられた。分子内アニーリングを防ぐため、ハイブリダイズの温

 度を65。Cに上げることで、特異的なシグナルを検出した(Figt鵬2.8b)。95個

 のSNP検出マーカー、4個のInde董検出マーカー、及び“固の2塩基欠失検出

 マーカーの、合計ioOマーカー(200プローブ)を用いて、材料・方法で示した
 条件でDINA多型の検出を行い、154プローブについて、特異的なシグナルを得

 た。洗浄液を1×SSC/0.1%SDSに変更すると19プローブで、洗浄液と温度を

 1xSSC/0.i%SDS、40。Cに変更すると3プローブで、特異的なシグナルを検出

.60.
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the sdl-r' allele were detected by raising the hybridization temperature to 65'C. 
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 した。ハイブリダイズの温度を40℃にし、洗浄を1xSSC/0.王%SDSで40℃あ

 るいは50℃の条件で行うと、それぞれ18と1プローブで、特異的なシグナル

 を検出した。プローブの塩基配列中に、11個のGC塩基を持つ1プローブと、

 2-3個のGC塩基を持つ2プローブは、それぞれ60。Cあるいは30℃でのハイ

 ブリダイズにより、特異的なシグナルを検出した。2塩基の欠失を検出する

 Cli876は、プローブの10倍量の競合オリゴヌクレオチドを混合することで、

 特異的なシグナルを検出した。本研究で作成した100マーカー(200プローブ)
 は、ハイブリダイズと洗浄の条件を最適化することで、全てのプローブで特異

 的なシグナルを検出した(Table2.5)。

一

 作成した重oo個のマーカーで、43品種の識別を行った(Figure2.9)。8マーカ

 ー(E30565、E50658、Ri709、R2i71、R2394、S3813&、S1009i、S10844)の分

 析により、全43品種の識別が可能であった(Tab墨e2.4)。これらのマーカーはい

 ずれも、43品種をおよそ半分に分けるマーカーであった。この8マーカーを含

 めた23マーカーは、43品種を約半分に分けた。その他21、23、28、及び5マ

 ーカーが、43品種をそれぞれ3～4:7～6、2～3:8～7、1～2:9～8、及び0～}:io～9に分

 けた。

 S723とCi172は、インド型品種モダンに由来するイネ穂いもち圃場抵抗性

 遺伝子P房とイネ縞葉枯病抵抗性遺伝子S酌一iに連鎖するDNAマーカーであ

 る(Fゆiα認2000,H3y膿。-S瀬。ε如肩998)。あさひの夢、ゴロピカリ、祭り晴、
 及び月の光の4品種はS723とC1172による分析で、モダン型の対立遺伝子を

 持つことが明らかになり、乃1とS酌イを持つ品種であることが示唆された。

 出穂期の決定に関わるEh41は、台中65号では一塩基置換によるアミノ酸変異

 が原因で機能を失っている(Doiε∫砿2004)。この塩基置換は、台車65号以外
 の42品種では見出されなかった。どんとこい、いただき、キヌヒカリ、夢つ

 くし、及びハバタキは、第i染色体長腕のC727A、C62963、C1ま876、及びs4/-

 4による分析で、インド型品種の対立遺伝子を持つことが明らかになうた。こ

 れら5品種は、いずれもs4!-4を持つIR8に由来する(S駐sakiα磁2002)。これ

 ら5品種にC727A、C62963、Ci1876、及び5414を含む染色体領域が、IR8か

 ら伝わっていることが示唆された。0認ERのササニシキ型の対立遺伝子はUV」

 B耐性を向上させる(Ter&11まs短ε紹孟2004)が、この変異は日本型品種内に高頻度

 に存在した。

、

.63.
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一

 越南igO号は低アミロース品種であるミルキークイーンの肱覗gを持つため、

 382個体の集団の豚遺伝子について、DNA選抜を行った。ゲノムDNA抽出

 にかかる労力を省くため、W鋤gα磁(1993)の方法でゲノムDNAを抽出した。
 PCRにより増幅したDNAの量を見積もるために、鰍検出プローブと肱鵜g

 検出プローブを混合して検出したシグナル強度を、それぞれのプローブで検出

 したシグナル強度と比較した(Fまgure2.ま0)。調査個体の約3/4の228個体で漱

 特異的なシグナルを、約1/4の1ig個体で肱覗g特異的なシグナルを検出した。

 382個体中39個体で両方のプローブでシグナルを検出した。この結果、249個

 体が肱のホモ個体、80個体が漱覗gのホモ個体、及び39個体がヘテロ個体
 であるごとが明らかになった。残り14個体は、PCRによるDNA増幅が十分で

 はなく、シグナルが検出できなかった。

 岩南25号に由来するs41ヂについて同様にドットプロット分析を行った。約

 半数の159個体で34!特異的なシグナルを、残り半分の鴬8個体で84!-r特異

 的なシグナルを検出した。39個体では、両方の対立遺伝子でシグナルを検出し

 た。i20個体が341ホモ個体、179個体が341-rホモ個体、及び39.個体がヘテ

 ロ個体であることが明らかになった。残り44個体は増幅DNAの量が不十分で

 あり、シグナルを検出できなかった。

 <考察>

一

 分析したSNPや王撮e1などの全てのDNA多型は、本法で判定が可能であっ

 た。したがって、本技術は任意の遺伝子の多型検出に応用ができると考えられ

 る。このドットプロットSNP法は、Mat蹴b&ra&K厩e(2003)1こより報告された

 CASSOR(co搬peti御ea飴玉e-speci癒s簸or重01産go11雛cleo翻ehybr通zation)法に基づい
 ている。彼らの方法は、高度な技術を要せず、短時間で結果が得られる点で優

 れているが、免疫クロマトグラフィーに費用がかかる欠点がある。この他に報

 告されているSNP検出技術も、費用や労力がかかる(Na甜ε紹∠2002,Ja擁α認

 2003)、特殊な実験装置が必要(Rossα砿1997,Stoerkerα砿2000,W鑑gεオ砿

 2005)といった点で、多検体の解析には適さない。ドットプロットSNP法は、8
 c滋×12cmのメンブランに864試料をドットプロットできるため、多検体を扱

 う場合にも労力はかからない。コストの面では、PCRによるDNAの増幅に最

 “
、

.68.
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 も費用がかかる。しかし、本分析にはPCR溶液が1犀あれば十分である。多

 数のプライマー対を用いるマルチプレックスPCRで10種類程度のDNA断片

 を増幅すれば、本方法の費用と労力を低減させるうえで非常に効果的であると

 考えられる。

 データの高い信頼性も、ドットプロットSNP法の利点である。アリル特異的

 プライマーによるPCRでのSNP解析は非常に簡単で広く用いられている技術

 である(L包tor鰍εオ磁2003,Zhouα認2004)。しかし、PCRによるDNAの増幅
 効率は、鋳型に用いるDNAの精製度に依存する。多検体を扱う解析では、時

 間や労力の節減のため、簡単なDNA抽出法を用いる結果、PCRによりDNA

 が増幅しないことがしばしば起こり、解析結果を誤る原因となる。ドットプロ

 ットSNP分析では、PCRによるDNAの増幅が不十分であると、野生型検出用

 プローブと変異型検出用プローブのいずれにおいてもシグナルが検出されない

 ため、解析結果の誤りは回避できる。

 疑種判iと育種系統の撰友への応用

 イネの主要品種は、食味・品質等は異なるものの、外観での判別が困難であ

 るため、種苗管理の面だけでなく、流通市場でも品種判別技術は必須の技術で

 ある。本研究では、43品種が8マーカーの分析で識別できた。全ての品種はSNP
 により識別可能であるため、ドットプロットSNP法は品種識別の上でも有効で

 ある。さらに、米1粒での分析も可能であるため、種子の混入やブレンド米中

 の品種の混合割合も推定可能である。本法による品種判別は、検出感度が高す

 ぎるという問題が危惧される。普通、育種場から公開される新しい品種はFgな

 いしFl。世代の系統であるため、一部の遺伝子座がヘテロである可能性がある・
 そのため、異なる地域で増殖した種子は、同一品種でありながら異なる遺伝子

 型を持つ可能性がある。その様な誤認を防ぐために、本研究で行ったように、

 育成地から分譲を受けた原原種を用いてSNP解析を行い、ヘテロ接合であるこ

 とを検出した遺伝子座は品種識別に用いないようにすることが重要である

 (丁段ble2.4)。

 重要形質に連鎖したDNAマーカーにより選抜を行うマーカー選抜育種法は、

 様々な作物の交雑育種で利用されている。しかし、重要形質を支配する遺伝子

 と連鎖マーカー間でおこる組換えにより、目的の遺伝子(形質)を取りこぼす

 可能性がある。この問題を解消するために、目的遺伝子の変異そのものをDNA

 マーカーとする必要がある。駈やs4!に加え、現在までに様々な農業上重要な

、
『

 一70.
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 遺伝子が同定されている(soRgααn995,Ya簸。ε齢∠2000,Ashik麟αα∠2005)。

 従ってドットプロットSNP法は、目的遺伝子の変異そのものを選抜できる新し

 い育種法の可能性を示すものである。
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 第三章登熟期の高温ストレス耐性に関するQ蜜L解析
 く緒言>

 近年の夏期の異常な高温による玄米の外観品質の低下が、米の生産上問題と

 なっている。イネの開花期から登熟期にかけての高温ストレスは、雄性器官の

 障害による不稔(S&take&Yo甑da1978)を引き起こしたり、呼吸量の増加(山本
 1954)、あるいはデンプン合成酵素の量や活性の低下(As&ok獄α認1985、
 U搬e瓢otoα磁1995)による登熟不良を引き起こしたりする原因となる。この時
 期の玄米の外観品質の低下程度には品種間差があるため、遺伝的な改良が可能

 であると考えられる。玄米の外観品質の低下の品種間差は、主に背白米と基白

 米の発生率の差によるものであり(西村ら2000、飯田ら2002)、背白米と基白
 米の発生率の変異分布は異なる遺伝様式を示すことが報告されている(田畑ら

 2005a)。登熟期の高温ストレス耐性の品種間差、背白米と基白米の発生率の差
 をもたらす遺伝子あるいは連鎖マーカーが解明できれば、高温ストレス耐性品

 種を短期間で育成することが可能になる。このような、日本型品種で差のある

 形質の解析には、日本型品種同士の雑種後代を用いたQTL解析が有効である。

 本研究では、イネの登熟期高温ストレス耐性の検定方法の確立と、、日本型品種

 同士の交雑に由来する雑種集団を用いた連鎖分析による登熟期高温ストレス耐
 性の品種間差をもたらすQTLの検出を行った。

 <材料・方法>

畿

 高温感受性の高い時期の調査にはササニシキを用い、品種間差の検出には東

 北168号とごころまちを用いた。QTL解析に用いた108系統の組換え自殖系統

 群は、東北i68号/こころまちの交配に由来するF5世代の集団である。東北168

 号、こころまち、及び組換え自殖系統群の種子は、宮城県古川農業試験場の永

 野邦明氏より分譲を受けた。

一

 28。Cで2日間の催芽を行った種子を播種し、iヶ月後に1/重2,500aのポット(窒

 素、リン酸、カリウムが各8%の化成肥料2.4gと各10%の緩効性肥料0.48g)に

 移植した。そのiヶ月後に昼/夜温が25〆20℃の温室に移し登熟完了まで生育さ

 せた。移植2ヶ月後に窒素、リン酸、カリウムが各8%の化成肥料0.159を追

 肥として与えた。高温処理は、出穂中(Te区)、出穂完了後0-5日目(TO区)、5-io

、
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 日日(T5区)、10-i5日目(τio区)、15-20日目(質5区)のそれぞれ5日間、35/27。C
 のファイトトロンで行った。登熟完了後水分含量が約15%になるまで14日間

 乾燥させた。各個体から出穂、日の揃った2弓本の穂を抽出し、玄米の外観品質
 を評価した。

一
 第一章と第二章に示したDNAマーカーのうち、こころまちと東北168号と

 の間でDNA多型を検出できるi9個のSCARマーカー、15個のCAPSマーカ

 ー、15個のPCR-RF-SSCPマーカー、及び27個のドットプロットSNPマーカ

 ーを使用した。DNAマーカーの充実を図るため、10i個のSSRマーカー

 (McCo“cま1ε紹Z2002)から選抜した東北168号とこころまちとの間で多型を検出
 できる26個のSSRマーカーを加え、合計io2マーカーで組換え自殖系統群の
 遺伝子型を決定した。DNAマーカーの連鎖地図は、MAPMAKERv3.0プログ
 ラム(L鍛αerα鳳拶871

 ht‡p://wwwbro瓠.miむeduノ負p/disωbution/s碓ware/m翫pm3k¢r3/)を用いて作成した。
 QTL解析は、wi撮owsQTLC離ographerv2.oプログラム(B&st鐙α砿2001;
 難ttp://st3tge盤.11c鎌.edu/qtま。&τt/wQTLCa幾ht懸)による複合区間マツピ7グで行い・
 LOD値が3.o以上を示す領域をQTLと侵た・

1
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 <結果・考察>

一
 稔実歩合については、Te区で65%、TO区で79%であり、対照区の96%に対

 して有意に低い値を示した(Figure3.1)。また、Te区はTO区よ,り有意に低い値
 であった。一方、"区、Tio区、T15区では稔実歩合がそれぞれ92、95、96%

 であり、対照区と有意差はなかった。このことから、出穂中から出穂完了後5

 日目まで、特に出穂中の高温が稔実歩合を低下させると言える。この時期にお

 ける高温による稔実歩合の低下は、これまでに、開花直前、中、直後(佐藤ら

 1973)、開花期(Sat包ke&Yoshid31978)、先端頴果の開花後16日目(森田2000)
 であると報告されている。本研究では出穂完了日を基準にこの時期のステージ

 分けを行った。この時期の不稔は、主に雄性器官の障害によるもので、花粉へ

 のデンプン蓄積不足、開満の抑制(佐藤ら1973)、花粉飛散の不良、柱頭上での

 花粉発芽不良(Satake&Yos薮idai978)が要因であるとされている。品種により
 主要因に差はある(S&毛ake&Yos蓋id段1978)が、日本型品種の場合、35℃で蔚の
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Figure 3.1 Percentages of high-quality grain (bar) and fertility (1ine) after high-temperature stress 
treatment. 
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 裂開が、40。Cで花粉発芽が阻害されることが報告されている(諸隈・田尾砂99)。

 本研究における不稔は、これらが原因であると考えられる。

 整粒歩合については、T5区、T10区、T15区で対照区に比べて5%水準で有

 意に低い値を示し、その中でも了5区がとりわけ低い値を示した(F墨gure3.i)。

 逆に、Te区では対照区に比べて有意に高い値を示した。このことから、出穂完

 了後0-20日目まで、特に出穂完了後5-10日目の高温が玄米の外観品質を低下

 させると言える。出穂完了後5-10日目はアミロプラストが分化し発達する時期

 にあたり(星川1968)、高温により粒の成長・充実は促進される(長戸・江幡
 1%5)。また、この時期の高温は呼吸量を増加させ、植物体の炭水化物量を減少

 させる(山本1954)。このことから、穂の養分要求の最も旺盛な時期に高温に
 よる養分需給の不均衡が生じ、粒の充実が不十分となった可能性が考えられる。

 高温により子実のデンプン合成関連の酵素活性が低下することがコムギ

 (H3wkey&Jelmer1993,Keeiingεオ磁1993)、トウモロコシ(Keelingα漉1994)
 で認められており、イネの場合も結合型デンプン合成酵素量や酵素活性、アミ

 ロース含量が低下することが報告されている(As我okaε雄n985、Ume類otoε紹差

 担95)。高温下では茎葉に炭水化物が多く残留し、茎葉よりも穂を高温にした場

 合に玄米i粒重と外観品質が低下する《佐藤ら1973)。このことから、高温に
 よる玄米の外観品質の低下の原因として、穂における炭水化物の受入れ能力の

 低下が示唆される。Te区で整粒歩合が高かった原因としては、稔実歩合が低か

 ったことが挙げられる。シンクのサイズに対するソースの能力が相対的に高ま

 ることで、1粒に対するデンプンの蓄積が充実し、結果として整粒歩合が向上

 したものであると考えられる。同様の現象は佐藤ら(ig73)や森田(2000)によっ

 ても報告されている。本研究の結果からも、稔実粒数の減少により炭水化物の

 供給が十分維持できたことが示唆された。

一

 2002年から2005年に東北168号とこころまちを用いて高温ストレス検定を

 行った。こころまちの整粒歩合は86.5%であったのに対し、東北168号の整粒

 歩合は49.9%であった(Tabie3.1)。出穂完了後5から10日目の高温処理により・
 晟種間差が検出できることが示された。

 背白米と基白米の発生率の変異分布は異なる遺伝様式を示す(田畑ら2005&)

 ため、玄米の外観晶質を整粒、腹白米、心白米、乳白米、背白米、及び基白米

 に分類して評価した。高温登熟条件下での玄米品質の品種間差は、主に背白米
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 と基白米の発生率の差に表れた。これは、高温処理による背白米と基白米の発

 生率が高温耐性品種の判定基準になりうるという西村ら(2000)と飯田ら(2002)

 の報告を支持するものであった。デンプンが玄米中に蓄積する順序は、登熟初

 期は胚乳の全周囲の珠心から中心部に向かって炭水化物が流入し、中心部から

 周辺部に向かってデンプンが蓄積されること、乳熟期からは背部維智東からの

 炭水化物の流入が多くなること、及び胚乳周辺部では背側よりも腹側で先にデ

 ンプン粒が発達することが知られている(星川1968)。このことから、腹白米、

 心白米、乳白米、背白米、及び基白米は、登熟期間中のそれぞれ特定の時期に

 デンプン蓄積が不良となったために発生することが推察されている(長戸・江

 幡1%5)。つまり、背部維管束周辺が白濁する背白米は、登熟中から登熟後期
 の高温でデンプン蓄積が阻害されて発生し、玄米基部の背部維管束周辺が白濁

 する基白米は、さらに登熟後期にデンプン蓄積が不良になることで発生したと

 考えられる。

一

 背白米の発生率は東北168号とこころまちでそれぞれ21.3%、0.9%であり、

 組換え自殖系統群内では。.o%から79.6%の分布を示し(Figuro3.2)、基白米の

 発生率は東北168号とこころまちでそれぞれ40.3%、7.4%であり、組換え自殖

 系統群内では0.0%から34.8%の分布を示した。出穂到達日は東北i68号とここ

 ろまちでそれぞれ97日、99日で、組換え白埴系統群内では94日から105日の

 分布を示し、草丈は東北i68号とこころまちでそれぞれ9i.Ocm、93.5cmで、

 組換え自殖系統群内では69cmから1i7c撚の分布を示し、一穂粒数は東北i68

 号とこころまちでそれぞれ85.4粒、65.0粒で、組換え自殖系緬群内では43.0
 粒からi32.0粒の分布を示した(Figure3.2)。

一

 102個のDNAマーカーを用いて組換え自殖系統群の遺伝子型を決定した。

 ドットプロットSNPマーカーは電気泳動を必要としないため、SSRマーカーやPCR-
 RF-SSCPマーカーによる分析に比べ、はるかに効率的であった。第5染色体を

 除くi1本の染色体に対応する17個の連鎖群を作成した(F圭gure3.3)。連鎖群の

 遺伝距離の合計は718.4cMであり、日本晴とカサラスのF2集団を用いて作成

 された高密度連鎖地図(RarUshi鵬ε毎月998)の、47.2%をカバーした。

 背白米の発生率に関するQTLは、第1、6、11染色体の3ヶ所に検出され、

 それぞれの座の寄与率は12.5%、21.9%、8.6%であった(Tabie3.2)。第6、11

一
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Table 3.2 QTL analyses of 
heading date, and plant height 

heat sensitivity, grain number, 

Traits 

The nearest LOD of 

marker . peak Chr 

l iVe 

ef fect~ 

Variance 

explained (o/o) 
Heat sensitivity in grain filling stage ("/o white back grain) 

sd 1 

NK6002 6 

NKi9 1 1 

Heading date (day) 

3
 NK3060 

6
 RFT1 

Grain number per panicle 
S20768 2 

Plant height (cm) 
sdl 

NK3060 3 

3.8 1 4.3 8.3 

8.3 Z5.4 -9.8 

3.1 7.8 ~5.2 

1 4.7 35.6 1 .4 

6.6 1 4.1 o.9 

5.0 1 6.1 -6.9 

1 8.1 34.6 8.0 

5.Z 8.0 -3*3 

~Additive effect of the Kokoromachi allele. 
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 染色体に検出されたQTLは東北168号の対立遺伝子が、第i染色体に検出さ

 れたQTLはこころまちの対立遺伝子が、それぞれ背白米を増加させる作用を
 持っていた。基白米の発生率に関するQTLは検出されなかった。コシヒカリ

 を遺伝背景とするカサラスの染色体部分置換系統群を用いた解析では、第2、5、

 8または10染色体がカサラスの染色体に置換した系統で、背白米と基白米が増

 加している(蛯谷ら2003)。日本型水稲同士の雑種集団を用いた解析では、ハ
 ナエチゼン(耐性品種)と新潟早生(感受性品種)のF2集団を用いた解析から、
 第6、1i染色体に1ヶ所ずつ(飽ら2004)、越路早生(耐性品種)とチヨニシキ(感

 受性品種)の組換え自殖系統群を用いた解析から、第1染色体に2ヶ所、第2、
 8染色体にそれぞれ1ヶ所ずつ(田畑ら2005b)、背白米の発生に関わるQTLが
 検出されている。本研究で検出した3つのQTLは、これら3つの集団を用い

 た解析結果のいずれかと同じ領域に検出されたが、遺伝子の異同は不明である。

 草丈を決定する寄与率の大きなQTLは第1染色体の長腕に検出され、東北168

 号の対立遺伝子が草丈を短くする作用を持っていた(Tabまe3.2)。この領域には

 緑の革命に貢献したs4/が座乗する(Sasakiα磁2002)。東北168号はレイメイ

 型の対立遺伝子s41ヂを持つことから、検出したQTLは841である.と考えられ
 る。

 出穂期を決定するQTLは第3、6染色体に検出され、いずれもこころまちの
 対立遺伝子が出穂を遅らせる作用を持っていた(肱ble3.2)。日本晴とカサラス

 の雑種後代を用いた解析からも、これらの領域にQTLが検出され(駕3α、磁3わ、

 及び磁61ぬnoα畝200i)、認3αと駕6は遺伝子が同定されている(Kojまmaα磁

 2002、顎k癩as類61漉2001)。また、御3α近傍の染色体領域に座乗するRFT!も

 開花制御に関与している(lz&waε齢孟2002)。これらの領域には・コシヒカリと
 アキヒカリの半数体倍加系統群、日本晴とコシヒカリの戻し交雑自殖系統群を

 用いた解析からもQTLが検出されている(Takeuc短α鳳200i、河野ら2005)・
 磁3α、駕6、及びRFT!について、東北168号、こころまち、アキヒカリ、コ

 シヒカリ、及び日本晴との間でPCR-RF-SSCP分析を行い、多型を検出した灘3α

 とRFT1についてはシークエンス解析を行ったが、どちらの遺伝子にも機能に

 差異をもたらすと考えられる多型は検出されなかった。東北168号とこころま

 ちとの間での出穂期の差異は、御勤、灘6、及びRFT1とは異なる遺伝子によ

 り制御されていると考えられる。

 一穂籾数を決定するQTLは第2染色体に検出され、東北王68号の対立遺伝
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 子が一穂籾数を増加させる作用を持っていた(T&ble3.2)。ササニシキとハバタ

 キの雑種後代を用いた解析から、サイトカイニンの分解に関するサイトカイニ

 ン酸化還元酵素遺伝子(05CKX2)が一穂籾数を決定するQTLとして報告されて

 いるが、本研究で検出したごのQTL領域には03c㍑2やその相同遺伝子Osc緻,

 3～!!は座乗していない(Ashik麟α認2005)。検出した一穂籾数に関するQTL
 はCKXではないことが示唆された。
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総合論識

 ゲム・簗にお奄るSNPコ…の意養

 マップベースクローニング法は生物の表現型の多様性の原因となる遺伝子を

 同定するための有効な手段である。ゲノム配列の解読が完了したイネでは、多

 数のSSRマーカーが公開され(McCouc11α砿2002、In室em鵠on董RiceGe盤ome

 Se躯ellcillgProject2005)、マップベースクローニングに利用されている(しま」ε紹∠
 2004)。しかし、表現型の多様性の原因となる遺伝子のDNA多型のほとんどが
 SNPであると考えられため、原因遺伝子を同定するためには遺伝子領域のSNP

 分析が必要である。PCR.一RF-SSCP分析は、ゲノムの任意の領'域のDNA多型を

 検出できる技術であるため、原因遺伝子の同定に有効な技術である。PCR-RF-

 SSCP分析で多型を検出した遺伝子の塩基配列を決定することで、遺伝子機能

 の推定が可能となった。また、SNPはSSRに比べてゲノム中に高頻度で存在し

 (111徹n鵠。簸&1RiceGellomeSeqtlencillgProject2005)、マップベースクローニング
 の際のより有効なDNAマーカーとして利用が可能である。

 自由に交雑集団を得られないヒトで、アフリカ、アジア、及びヨーロッパを

 それぞれ起源とする複数の集団からDNA試料を収集し、ioO万個以上のSNP
 マーカーの遺伝子型、頻度、ハプロタイプを解析して、ゲノム全体にわたる塩

 基配列多型性パターン¢地図(ハップマップ)が作成された(Tllehltematio蕪al
 H3pM3pCo1窪sorti慧m鴛00叢)。これにより、連鎖不均衡を考慮した少数のSNP解析
 でゲノム全体のハプロタイプの推定が可能となり、ありふれた病気に関与する

 DNA多型を見出せるようになると期待されている。ヒトゲノム中の連鎖不均衡

 の程度は数茎(bから数十kbの領域である(Goidsもeillet31.2001yそれに対して

 イネでは、イネ白葉枯れ病抵抗性遺伝子灘5領域に約ioOkbにわたる連鎖不均

 衡が見出されており、ヒトに比べて広い領域で連鎖不均衡が認められる原因と

 して、自殖であることと選抜が加えられていることが挙げられている(Garissα

 認2003)。今後、イネでもゲノムワイドなSNP分析が行われ・ハップマップが
 作成されれば、交雑集団を利用するマップベースクローニング法によらない、

 自然集団あるいは品種群を用いた解析から、遺伝子の同定ができるようになる

 と考えられる。

 イネでは、レトロトランスポゾン乃817(Hiyoc瓢k&ε毎ng96)を利用した挿入

 変異系統を用いた逆遺伝学的な手法により、多くの遺伝子の機能が明らかにさ

 れている(Sa窒。ε毎月999,Morit3α認2005,Tab慧chiε齢云2005)。挿入変異体中の
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 乃s17のゲノム上の挿入位置は、染色体上の20,458座に位置付けられているが、

 挿入箇所には偏りがある(Miy&oα磁2003)。全ての遺伝子破壊系統を得るため
 には、乃認7以外の変異原を利用する必要がある。化学変異原であるEMSや物

 理変異原であるガンマ線により誘発したSNP(Gree1鳩α認2003,Naitoα認

 2005)は、ミスマッチ切断酵素によるヘテロ二本鎖DNAの切断により探索する
 ことができるため、新しい逆遺伝学的な手法として利用が可能になる(S蜘εオ認

 投稿中)。すでに同様の研究が、蛍光DNAシークエンサー(H-COR4300:L1-COR

 Bio圭echno董ogy社製)を用いたポリアクリルアミドゲル電気泳動によるTILLING
 法として行われている(Gilch盛st&Haughn2005)が、本研究で行った手法は簡単
 な実験装置のみで分析を行えるため、安価で簡単に突然変異体の選抜に利用で

 きる技術である。
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 農業上重要な遺伝子に連鎖したDNAマーカーは、DNAマーカー育種におい

 て有用である。イネでは、病害抵抗性遺伝子の連鎖マーカーが報告されている

 (B1濾αα∠2003,Conaway-Borm&nsεオ認2003i)。このようなD醤Aマi一カーは、
 イネ白葉枯れ病抵抗性遺伝子や食味・品質に関するNILsの育成に用いられて

 いる(is麺⑳ε紹孟200i,幽。慧ε1認2003)。しかし時として、目的遺伝子と連鎖マ
 ーカーとの問での組換えにより、選抜ミスを起こすことがある.このような問

 題を避けるために、目的遺伝子そのものをDNAマーカーとして選抜する必要

 がある。本研究で示した徽と341の他にも、様々な農業上有用な遺伝子が同

 定されている(Sollgα磁ig95,Yalloε紹乙2000,Ashまk頗α磁2005)。本研究で開
 発したドットプロットSNP分析法は、多検体を扱う分析でも操作が簡便で安価

 なため、新しいrDNA選抜育種葺に適した技術である。これにより、遺伝子が

 明らかにされている農業上重要な形質はSNP分析により選抜が行われ、最終的

 な生産性や適応性試験のみを行うことで育種が可能となり、育種の際の労力、

 費用、及び時間を軽減させることができると期待される。

 日型結重行士の矩種一一団を用いた陣鎖職

 登熟期の高温ストレス耐性は、今後の重要な育種目標となると考えられる。

 すでに、登熟期の高温ストレス耐性品種として、こしいぶきやてんたかくが育

 成されているが、今後の新品種の育成の効率化には、登熟期の高温ストレス耐
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 性遺伝子のDNAマーカー化が望まれる。登熟期の高温ストレス耐性以外にも、

 畠穂期、食味・晶質などは重要な育種目標であり、これらの形質についてもDNA

 マーカーの利用による育種の効率化が求められる。

 いもち病真性抵抗性遺伝子を導入したササニシキBL系統(阿部2002)、ト

 ビイロウンカ抵抗性遺伝子を導入した関東1L2号、出穂期に関わる遺伝子を導

 入した関東IL3号などのように、日本型品種とインド型品種との雑種集団を用

 いた連鎖解析により明らかにされた有用遺伝子が、戻し交雑育種法により日本

 型品種へ導入されて始めている。交雑育種において、インド型品種や野生イネ

 の病虫害抵抗性遺伝子を利用することは有効であるが、ストレス耐性、出穂期、

 食味・品質は日本型品種内でも多様性があるため、日本型品種同士の交雑で改

 良が可能である。インド型品種IR8に由来する半矮性遺伝子341-4は、キヌヒ

 カリ、夢つくし、どんとこい、いただきなどの日本型品種の育成に利用されて

 いるが、いずれの品種も9.3cM以上の取8由来と考えられる染色体領域を保持

 している(τ掘e2.4)。インド型品種や野生イネを育種に利用する場合、目的遺
 伝子に連鎖した劣悪遺伝子が問題となる場合がある。DNAマーカーを利用して

 組換え個体を探索すれば、劣悪遺伝子の排除は可能であろうが・日,本型品種同

 士の交雑による育種に比べて労力や費用がかかる。したがって、日本品種内に
 多様性のあるストレス耐性、出穂期、食味・晶質などの形質は、日本型品種同

 士の交雑による改良が望ましいと考えられる。

 日本型品種問で利用できる有用形質連鎖マーカーは、現在までに数例の報告

 (Takeuc難iα磁200i)があるのみである。今後、段本型品種間で多型検出可能な
 DNAマーカーの利用により、懸本型品種間で利用できる有用遺伝子、あるいは

 連鎖マーカーが、実際の育種集団を用いた連鎖解析から明らかにされることと、

 日本型品種同士の交雑育種が効率化することを期待する。

、
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摘要

 単子葉のモデル植物であり農業上重要な作物でもあるイネにおいて、全ゲノ

 ム配列の解読が完了した。農業上有用な遺伝子の単離と機能解明は、ポストゲ

 ノムシークエンス研究の重要な課題の一つである。これまでに、日本型とイン

 ド型の品種間の雑種後代を用いたQTL解析が数多くなされ、出穂期、病害抵

 抗性、収量などに関わる遺伝子がマップベースクローニングにより単離されて

 いる。一方で、日本型インド型品種間雑種後代での形質評価が困難な食味・品

 質などの農業形質に関わる遺伝子の単離には、日本型品種間雑種後代を用いた

 連鎖解析が必要である。しかし、日本型品種間で利用できるDNAマーカーは、

 十分に整備されていない。

 本研究では、PCR-RF-SSCP分析とAFLP分析により、日本型品種間で多型を

 示す多数のDNAマーカーを作成し、遺伝子領域の多型頻度と品種に特異的な

 配列を明らかにした。また、ミスマッチ切断酵素を用いた日本型品種間の簡易

 DNA多型検出法と、多検体の分析に適したドットプロット分析によるInde1と

 SNPの簡易検出技術を確立した。これらの技術を利用して、日本型品種同士の

 雑種集団を用いたQTL解析を行い、登熟期の高温ストレス耐性、草丈、出穂

 期、及び一穂籾数に関するQTLを検出レた。

 本研究の成果から、米の生産上重要であるが形質評価が困難な昏種ストレス
 耐性、食味・品質、あるいは収量に関するQTLが、実際の育種に利用される

 日本型品種同士を組み合わせた育種系統の連鎖解析により明らかにできること

 と、遺伝子変異そのものを選抜する新しい育種技術の可能性を示した。
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