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シ バ の 多 型 フ ラ グ メントからの プ ロ ー ブ 作 成 と 塩 基 配 列 決 定AFLP RFLP

安 部 亜 津 子 ・蝦 名 真 澄 ・安田康明・森 脇 秀 俊１）

シバ属 属 について、 多型フラグメントを単離し、共優性マーカーで要 約 ( ) AFLPZoysia

Z. matrellaある プローブを作出した。また、そのフラグメントの塩基配列決定を行なった。RFLP

F 6 1（鹿児島県エコタイプ）と （山形県エコタイプ）の 個体および両親について、Z. japonica １

プライマーセットを用いて を行なった。電気泳動後、得られた多型バンドを切り出してプAFLP

ラスミドにクローニングした。 プローブはプラスミドインサートの により作成し、両親RFLP PCR

および 個体の 消化ゲノム にハイブリダイズした。 プローブの標識およF 66 RI DNA RFLP１ Eco

び検出は により行なった。また、各フラグメントの塩基配列はECL (Enhanced chemiluminescence)

法により決定した。クローニングしたフラグメントは ～ の クローンでDye terminator 151 427bp 7

あった。 では ～ の つのプローブについてシグナルが得られ、そのうち つRFLP 202 427bp 5 3

AFLP RIのプローブで多型が検出されたことから、シバ属では で用いる制限酵素のうち、 Eco

側にも十分な頻度で多型が存在することが明らかになり、 法の多型マーカーから高い効AFLP

率 で マーカーが作出できる可能性が示唆された。また、シーケンスの結果、いくつかのRFLP

構造遺伝子に類似した配列が認められたことから、連鎖解析によりマーカー化された 多AFLP

型フラグメントは、構造遺伝子近傍に比較的高い頻度で認められることが示唆された。
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シバは低投入､持続型の放牧用草種として広く利用

されている在来野草である。最近、匍匐茎の伸長性に

すぐれたシバ品種「朝駆」 など､優良形質を備えたシ12 ）

バ品種育成も行われており、我々も地域に適応するシ

バ系統の選抜を試みている。このように､自生系統ある

いは交雑系統からの優良個体の選抜を効率的に行うた

めには、 マーカーの利用が有効であると考えられDNA

る。

DNA AFLP (amplified fragmentマーカーの中でも、

は、 回の解析で得られる情報量length polymorphism) 1

が多く、また、対象生物の塩基配列情報を必要としない

ため、ゲノムタイピングや連鎖地図上のマーカー密度を

高めるのに極めて有用なマーカーである。そのため、同

マーカーはさまざまな生物種のゲノムタイピングに用い

られており、系統識別 や進化研究 に利用されて3,6 20,5,22)）

AFLP RFLPいる。また、最近では、 単独あるいは

などのマーカ(restricted fragment length polymorphism)

QTLーを併用した遺伝子マッピング や 、16,18,7 ）

解 析 への応用も検討されて(quantitative trait loci) 23,19 ）

いる。

我々は、シバ 属において マーカーを( ) AFLPZoysia

用いた種分類および種内の系統識別を行ない、その有

用性を確認した 。また、シバ とコウシュン1,2) ( )Z. japonica

シバ の種間交雑系統を作出し、 の( ) AFLPZ. matrella

染色体上へのマッピングが行われ、連鎖解析が試みら

れている 。9 ）

しかしながら、 マーカーはフラグメントサイズがAFLP

同じで、配列の異なる相似の フラグメントを排除DNA

できないこと、また、 の特性として、得られる情報AFLP

もバンドの有無で表される優性マーカーであるため、連

鎖解析や系統解析を行なう際にホモとヘテロが判別で

きないという短所を有する。

そこで、従来の の短所を補う目的で、共優性AFLP

で、配列の相同性を利用した マーカーへの変換RFLP

を試みた。また、多型フラグメントの特性を検討するため

に、 フラグメントの塩基配列も決定し、既知の配AFLP

列との相同性検索を行った。

材 料 お よ び 方 法

AFLP多型フラグメントのクローニング

供試した個体は、 、 およびそZ. matrella Z. japonica

れらの 個体であり、各個体から を抽出してクF 6 DNA1

DNA Plantローニングに用いた。各個体の は 、

DNAZOL(GIBCO) AFLPPlantMappingで調製後、
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Kit (Applied Biosystems) AFLPTM 23
を用いて常法 により

）

反応を行った。 の組み合わせはSelective Primer

および とした｡ 反応産物MseI-CAA EcoRI-AGC AFLP

の電気泳動は、マニュアルシークエンサー に(TaKaRa)

より シークエンスゲル、 で行った。泳動後の6% 2000V

(BioRad)ゲルの画像解析は、蛍光イメージアナライザー

で行い、多型バンドを検出後、該当部分のゲルを切り出

した｡ の溶出は、切り出したゲルに の バDNA 20ì l TE

ッファーを添加後、凍結融解することで行った。溶出

は で用いた で増幅し、クDNA AFLP Selective primer

ローニングの材料とした。

Perfectly Blunt Cloning kitクローニングには

および を用いた｡ク(Novagen) pT7Bluevector(Novagen)

color selection 1ローニングで得られたコロニーは、 で

次スクリーニングを行ない、その内フラグメントの挿入が

確認されたものについては、 により挿入配colony PCR

列のサイズを確認した｡

R F L P 検 出

多型フラグメントのクローニングで得られたプラAFLP

AFLP Preselectiveスミドの挿入配列は、 で用いた
TMprimer DNA ECLで増幅した｡増幅した 産物は、

direct nucleic acid labeling and detection system

を用いてサザンハイブリ(AmershamPharmaciaBiotech)

ダイゼーションを行い、多型の有無を検出した。ハイブリ

Z. matrella Z.ダイゼーションの標的 は、DNA 、

F 66 DNAjaponica およびそれらの 個体のゲノム１

（ ）を で１晩消化した産物を用い、アガロー30ì g EcoRI

スゲル電気泳動後､メンブランフィルター（ ポジRosch

ティブチャージナイロンメンブレン）に４時間アルカリブロ

ットした。このフィルターに対して、標識プローブをハイ

ブリダイズ ℃、 ～ 時 間 し、 の手法に従(42 16 24 ) ECL

って化学発光による検出を行った。

多 型 フ ラ グ メ ン ト の 塩 基 配 列 決 定 と 既 知 遺 伝 子 と の 相

同 性 検 索

多型フラグメントのクローニングで得られたプラAFLP

スミドの挿入配列は、 おT7 promoter primer (Novagen)

よび を用いて増幅した｡増幅U-19mer Primer(Novagen)

DNA GFX PCR DNA and Gel Bandした 産物は TM

で精Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech)

Dye製し、シーケンス反応に用いた｡シーケンス反応は

terminator ABI Prism 377法で行い、反応産物は TM

で電気泳動後にDNA Sequencer (Applied Biosystems)

を用いSequencing Analysis 3.4 (Applied Biosystems)TM

て塩基配列を解析した｡

DDBJ各フラグメントの塩基配列は、解析プログラム（

）を 用 い て 、 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー スFASTA

に登録された既知の遺伝子の(DDBJ/EMBL/GenBank)

塩基配列に対する相同性検索を行った。なお、検索対

象は植物由来の 塩基配列とした。DNA

結 果

で得られた多型バンドを切り出してプラスミドにAFLP

クローニングし､ 、 、 、 、 、 、151 192 202 229 234 333

の クローンを単離した 図 ）。427bp 7 ( 1

フラグメントのクローニングで得られた７つのフAFLP

ラグメントを 標識して作出したプローブを用いてサHRP

ザンハイブリダイゼーションを行った結果、 、 、202 234

、 の フラグメントから作成したプローブにつ333 427bp 5

いてシグナルが得られたが、 、 のフラグメント151 185bp

では明瞭なシグナルが検出されなかった 表 。さら( 1)

に、シグナルが得られた つのプローブの内、 、5 229

、 のプローブについて多型が認められたが、234 333bp

、 の つについては多型が検出されなかっ202 427bp 2

た（図 、表 ）。2 1

フラグメントのクローニングで得られた７フラグメAFLP

151 192 202 229 234 333bp 6ントのうち､ 、 、 、 、 、 の

フラグメントについて塩基配列を決定した 表 。( 2)

これらの塩基配列について、 による相DDBJ FASTA
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図 １ ク ロ ー ニ ン グ し た フ ラ グ メ ン ト の 電 気 泳 動 像

lane clone size(bp)
4 2 151
5 4 185
6 5 202
7 6 229
8 7 234
9 9 333
10 10 427　

3,11 size marker

図 ２ 多 型 の 認 め ら れ た R F L P
注）プローブはfragment7を用いた。

矢印部分に多型あり。
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同性検索を行なった結果、フラグメント を除く5 (202bp)

つのフラグメントについて、既知の構造遺伝子の一部5

と類似した配列が認められた 表 。フラグメント( 3)

2(151bp) EGXT-A4は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の

(endoxyloglucan transferase) 4遺伝子 と、フラグメント
4 ）

(192bp) ribosomalは のKluyveromyces marsinanus

とそれぞれ相同性が認められDNA (rDNA) repeat 1 5 ）

）た。また、フラグメント はイネ6 (229bp) ( )Oryza sativa 25

やソルガム など、多くの植物種由( )Sorghum bicolor 14 ）

gag/pol来のレトロトランスポゾンの構成要素である

遺伝子と相同性が認められた。フラグメントpolyprotein

７ はイネ の トランスポゾンの(234bp) Tam321 ）

、また、シロイヌナズナの トランスポtransposase Ac-like

ゾンの 遺伝子 など、 遺伝子transposase transposase13 ）

9 (333bp)との相同性が認められた。さらに、フラグメント

は の 遺copia-like retrotransposon gag/pol polyprotein

伝子 の一部と高い相同性が認められ、 フラグメント8) 6

中、フラグメント および の クローンについてレトロ6 9 2

トランスポゾン遺伝子領域との相同性が確認された。

考 察

今回の実験では、 の多型バンドを切り出し、適AFLP

当なプラスミドに挿入することで多型フラグメントを単離

することが可能であった。

また、これらのフラグメントを標識することで プRFLP

表 １ A F L P か ら 作 出 し た プ ロ ー ブ を 用 い た R F L P

＊ND：検出されず

clone size signal* polymorphism*

2 151 N.D. N.D.
4 185 N.D. N.D.
5 202 + N.D.
6 229 + +
7 234 + +
9 333 + +
10 427 + N.D.

表 ３ D D B J / F A S T A に よ る H o m o l o g y S e a r c h の 結 果

*: Part of copia-like retrotranspson gene

**: Part of tam3 transposn gene

Fragment Gene Z-Score  

2 EXGT-A4 125.2
4 part of rDNA repeat 143.9
5 none
6 gag/pol protein* 404.8
7 tam3 transposase gene** 308.4
9 gag/pol polyprotein* 1021.4

表 2 AFLP多型フラグメントの塩基配列
Clone 2

GAAACAATTTAGAAAATAGTAGATCAGAGTGAAATTATTAGAATAAATCCTCCAAAGGGGTTCC
ATCGGCACGCAGGCCGAAAATATCTCAGAGCAGATATATCACTAT

Clone4
ATGCCGAGTCAGGCCAGCAAACACGAATGACTGAACACGGATAAGCTCCCATGCCTTTATTATAT
ACCGCGGCAGTACTGTTGTCTGCATATGACTGTAGTTTAGTCTGTTATTTAGAGCAGCTTTTCTGTA
TCTTAGGAACACACTCTGCAGG

Clone5
TACATCTGAAAAAGGAAAAAAGAAAAAAACCGAAAATTCTTTGAGTTTTGGGCCGAAACTGCGCG
CGGCCCACTGGCTACAGTAGCGCACGCGCGGCCCACCATTTGCTTTCGACCCGGGCTCAGCGCGC
GGCGGAAAATCGGGTGAGGCAACCTAGGCCTGGAC

Clone6
CTGGACTAAATGTATCTTCATAGTCAAAACCATACCTCTGCTTGAAACCTTTGGTGACTAGACGAG
CTTTGTAGCGCTCTATAGAGCCATCAGCATTTTTCTTGATTTTATAGACCCACTTGCAATCAATTAC
GTTTCGTCCTGGAACCTGTGCAACAAGCCGCCAAGTCTTGTTGCTTTGCAATGC

Clone7
TTCTGCATTGCATCTGGAGTTAGGCCTCGTAAATTTGCTTTAGATATGGATGTGAGATGGAACAGC
ACTTATCTAATGCTACAGCACTTGGTTTCATACCGAGATCCCTTTGGTGTATTTATCTGTGCTAATT
ATCAGGTTTCTGCTGGTGCTAGACCACTTTTGACTGATGATCACTAGTATGTTGGTAATAAAATT

Clone9
GAACGTGAGGCAACCGCTAGCTTGCGTCCATGCCAAGCCTCGTACGGCGTCCTGCCGCCGAGCGC
CTTGGTGGGCGAGCAGTTGAGGATGTAGACGGCTGTCACCACCGCCTCTCCCTAGATGATGGCCG
GCATCCCTCTCTGCTTGAGGAGGGCTCGGGCCATCCCCACCACCGTCTGGTTGCGCCGTTCGACGA
CGCCGTTCTGCTGCGAGCTGTACGGCGTGGAGTAGTGGAGCTAAATCCCCTCGTCAGCGCAGTAC
GACGTGAACCCAGCCGC
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ローブとして利用することが可能であると示唆されたが、

フラグメントの長さが 以下の場合はシグナルが得200bp

られなかった。このことは、 標識は一本鎖 にHRP DNA

対しランダムに行われるため、フラグメントの塩基数が短

い場合にラベリング効率が低くなることに伴う検出限界

に起因すると考えられた。しかし、 では ～AFLP 50bp

の領域にバンドを得るために最適化されている手500bp

法であり、また、 ～ 付近に比較的多型が100bp 200bp

多く認められることから、 法等によりフラグInverse PCR

メント前後の配列情報を得る方法や、あるいは、フラグメ

ントまたはその近傍の目的とする多型に特異的な配列

を用いて による多型検出を行なうことも有効であるPCR

Xu ( )と思われる。たとえば、 ら はリンゴ26 ） Malus pumila

において、遺伝子と緊密に連鎖した マーカーにAFLP

つ い て の マ ー カ ー で あ る 、P C R - b a s e

マーカSCARs(sequence-characterized amplifiedregions)

ーへの変換を試み、 マーカー中 マーカー15AFLP 11

を変換でき、かつ の結果と一致したと報告していAFLP

る。

さらに、今回は 消化ゲノム に対してハイEcoRI DNA

5ブリダイゼーションを行なったが、シグナルが得られた

プローブ中 プローブについて多型が検出された。多3

型が認められなかったものについては、 サイトにMseI

変異があり 側には多型がなかったと考えられた。EcoRI

ニワトリにおいて は でなく 塩基認識制AFLP EcoRI 4

限酵素である 認識部位またはその周辺の塩基配TaqI

列の多型によって生じると報告されている ことから４11 ）

塩基認識の制限酵素を用いた多型の検出頻度が、認

識部位の多さに比例してより高頻度で検出されている。

そのため、今回 で多型が認められなかったプロEcoRI

ーブにおいても、 側の多型を検出することにより、MseI

多型が検出される可能性は高い。しかし、シバにおいて

は プローブについて多型が認められたことから、3

認識部位だけでなく 側にも多型が存在すMseI EcoRI

ることが確認された。シバ属は雌蕊先熟で他殖が優勢

な自殖可能な種であるが、このように、比較的検出され

にくい 側の多型が高頻度で保たれていることかEcoRI

ら、種内の多型性が豊富に保存されていると考えられ

( ) AFLP STSる。また、ダイズ において をGlycine max

マーカーに変換して、フラグメント(sequence-tagged site)

の解析を行い、 個の マーカー中に、 箇所の塩6 STS 8

2 MS-DNA基の挿入および欠失、また、 箇 所 の

が検出されたという報告 もあ(microsatellite DNA) 1 7 ）

り、 は制限酵素認識部位近傍の変異だけでなAFLP

く、 フラグメント自体の塩基数の変異によるものもAFLP

あり、その場合は ではわずかな塩基数の変異がRFLP

検出できない可能性があると考えられた。

一方、 フラグメントの塩基配列について、塩基AFLP

配列が決定できた つのフラグメントのうち つのフラ6 5

グメントについて、既知の構造遺伝子との間に相同性が

認められた。今回用いた 多型フラグメントは連鎖AFLP

解析により連鎖地図上にマッピングされているが 、こ9 ）

のような 多型フラグメントは構造遺伝子の近傍にAFLP

比較的高い頻度で認められる可能性が示唆された。

また、特徴的な点として、相同性検索の結果が得られ

た フラグメント中の つのフラグメントがレトロトランス6 2

ポゾンの一部と、 つがトランスポゾンの 遺1 transposaase

伝子と類似した配列を含んでいたことが挙げられる。相

同性検索による機能推定を行うには、得られたフラグメ

ントが短く、繰り返し配列などの相同性が強調される傾

向がある。しかしながら、これらトランスポゾンは転移因

子と呼ばれる、ゲノム内を移動する性質を持つ因子であ

る。トランスポゾンは断片の切り出しと転移のみが起こる

のに対し、レトロトランスポゾンは加えて断片のコピー数

の増加や挿入配列の変異も伴い、ゲノム構造の多様な

変化をもたらすため、進化や系統解析のマーカーとして

用いられている ため興味深い。さらに、カラスムギ10 ）

の交雑系統から得られた を マ( spp.) AFLP STSAvena

ーカー化し、そこから単離されたレトロトランスポゾンマ

ーカーを用いたマッピングが行われている。交雑系統

内においても転移、コピー数の増加などの変異が生じ、

ゲノムの多様性を高頻度でもたらすことが確認されてい

る 。シバにおいてもこれらのフラグメントをマーカー化27 ）

し、地域に適応した系統（エコタイプ）の同定・識別や一

般市販品種の同定・識別に応用できる可能性がある。

また、シバのトランスポゾン領域の マーカーを利DNA

用した連鎖解析は効率的で、環境適応性等の量的形

質の評価などとの組み合わせにより、育種目標となる形

質を、簡便で再現性の高い マーカーとして取り扱DNA

うことができることが示唆された。
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