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ＤＮＡマーカーを用いた富山県のスギ挿し木品種

および精英樹の分類

斎藤真己
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富山県におけるスギクローンの正確な識別法を確立し，さらに挿し木品種と精英樹，雪害

抵抗性候補木との関係を明らかにするためRAPD分析を行った。１０種類のプライマーを用い

て93クローンのＤＮＡ型について調査した結果，挿し木品種のミオスギと雪害抵抗性候補木の

ミオ１，２，３，４，５，６，７，９，１０号やボカスギと精英樹の石動１，３号はそれぞれ

同一のＤＮＡ型を示した。他にも同一のＤＮＡ型を示すクローンがいくつか見つかった。また，

ボカスギとリヨウワ６号は，外見上よく似ているが遺伝的に異なるクローンであることが明

らかになった。以上のように，本研究で使用したＲＡＰＤ法は，スギクローンの識別に有効で

あると判断された。

１．はじめに

スギ（CryPt0〃e””加邦jazDDon）は，我が

国の最も重要な造林樹種の一つであり，富山県でも

人工林の約93%がこの樹種で占められている')。富山

県におけるスギ造林の歴史は古く，明治時代に入っ

てから小矢部市宮島や氷見市仏生寺，砺波市増山な

ど県西部を中心にそれぞれの地域で優良な挿し木品

種が積極的に育成され，挿し木造林地帯を形成した

2)。その後，採穂園や採種園の造成を目的に昭和30年

から林木育種事業が始まり，精英樹として富山県内

から４８クローンが選抜され，さらに，昭和45年に

は気象害抵抗性育種事業が始まり新たに１３３クロー

ンが雪害抵抗性候補木として選抜された。これらは

全て外観的な形質や成長の優れた個体が選抜された

ため，同じクローンにもかかわらず別の名前がつい

ていたり，古くから選抜されていた挿し木品種がこ

れらの中に含まれていたりする可能性が高い。また，

挿し木品種の中でも他の地域に広がっていく過程で，

同じ品種が異なる名前で呼ばれていたりすることが

あり混乱が生じている場合もある。これまでに，品

種の同定はパーオキシダーゼによるアイソザイム分

析で試みられてきたが，富山県西部の在来挿し木品

種の関係について調査したにすぎない2)。したがって，

混乱の生じていると予想される県内の挿し木品種や

精英樹，雪害抵抗性候補木の関係について整理する

ことは，今後の林木育種を進めるうえで極めて重要

である。

クローン識別に用いられる手法の一つとしてゲノ

ムＤＮＡの変異を直接，検出するこができるＲＡＰＤ

眼andomAmplifiedPolymorphicDNA）法があ

る3)。この手法は，任意の塩基配列をもつプライマー

を用いてある領域のＤＮＡをPCRPolymeraseChain

Reaction）増幅させるもので，操作が簡単なことや

マーカーとしての感度が高いことなどから様々な植

物で個体識別に利用されている4.5.6)。

そこで，本研究ではRAPD法を用いて簡便かつ確
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実にスギのクローン識別ができる手法を確立し，県

内の挿し木品種や精英樹，雪害抵抗性候補木につい

て正確に分類することを目的とした。

2.材料および方法

2.1 供試材料

クローン識別には，精英樹23クローン(一部県外

産も合む)，雪害抵抗性候補木45クローン，その他

県内で選抜された14クローン，そして県内の主要な

挿し木品種ボカ 1クローン，リョウワ 1クローン，

マスヤマ8クローン， ミオ1クローンを材料に用い

(表-1)，富山県林業試験場の構内に植栽されてい

る個体から当年生の針葉を採取した。

2.2 DNAの抽出

DNAの抽出は改変CTAB法7)を用いた。抽出し

たDNAは，分光光度計を用いて濃度測定した後，

20nglμLに調整した。

2.3 PCR反応および電気泳動

PCR反応は， Williams (1990)の条件を一部改変

し，変性940C1分，アニーリング360C1分，伸長720C

2分の36サイクルで行った。反応液の組成は1サン

プル包5μL)あたりTaqDNAポリメラーゼ0.5unit，

鋳型DNA50ng，MgCb25mM，RAPDプライマー

0.25μM， dNTP濃度各250μM，10 x Buffer 

2.5μLとした。 PCR反応のサーマルサイクラーはPTC

100Programmable Thermal Controller (MJ 

Research社)を使用し，電気泳動はミューピッド電

気泳動装置 (Advance社)を用いた。 25μL/mLの

臭化エチジ、ウムを合む2%アガロースゲルを用いて泳

動を行い， uvライトを照射してバンドパターンを検
出した。

2.4 プライマーの種類

RAPDプライマーは，オベロン社製10merのプラ

イマー10種類を用いた(表ー2)。

3.結果

表ー1に示した93クローンについて， RAPDマー

カーによるバンドの出現パターンを調査した。例え

ば，プライマーにOPD-5を使用した場合(図ー1)， 

高坂3号，高坂4号，高坂5号，高坂7号，高坂8号，

高坂11号は矢印で示したバンドを保有するため r1 J， 

それら以外は保有しないため rOJ と標記した。こ

のように，多型性のあるバンドの有無を r1J，rOJ 

で示し，10種類のマーカーによる組み合わせを各ク

ローンのDNA型として，その分類結果を表-3にま

とめた。挿し木品種のミオスギと雪害抵抗性候補木

のミオ1，2， 3， 4， 5， 6， 7， 9， 10号やボ

カスギと精英樹の石動1，3号はそれぞれ同一のDNA

型を示した。他にも精英樹の下高井10号と 13号や

雪害抵抗性候補木の高坂5号と8号は同ーのDNA型

を示した(表-4)。また，ボカスギとリョウワ6号

は，外見上よく似ているが遺伝的に異なるクローン

であることが明らかになった。今回の結果から，富

山県内の主要な挿し木品種であるミオスギは1クロー

ン，リョウワスギは3クローン，ボカスギは1クロー

ン，マスヤマスギは8クローンに分類され(表ー5)，

表-1 実験に使用したクローン名

精英樹

雪害抵抗性候補木

挿し木品種

石動 1号石動2号石動3号砺波1号砺波2号小原103号小原104号小原105号小原106号
小原107号小原109号小原110号小原111号小原113号小原114号小原115号下高井2号下高井10号
下高井11号下高井13号下高井19号下高井25号下高井26号

高坂1号高坂2号高坂3号高坂4号高援5号高坂7号高坂8号高坂9号高坂11号
ミオ1号 ミオ2号 ミオ3号 ミオ4号 ミオ6号 ミオ7号 ミオ9号 ミオ10号魚津10号
魚津11号魚津12号魚津14号魚津15号魚樟17号魚津18号魚津21号魚津22号魚津24号
魚津25号魚津26号原牧1号原牧2号原牧3号原牧4号原牧5号原牧6号原牧7号
三角3号三角4号三角5号三角6号木根1号木根3号木根4号木根5号木根6号

ミ オ ボカ リョウワー高瀬マスヤマ一宮野アカ マスヤマ一宮野アオ マスヤマーお宮アカ
マスヤマー砺波 マスヤマーシモダイ マスヤマM マスヤマPiマスヤマ一信田アカ

その他のクローン 早月 3号 早月 9号 早月 14号 早月 17号 早月21号 木根7号 片貝54号 リョウワ 1号リョウワ2号
リョウワ 3号リョウワ4号リョウワ 5号リョウワ6号リョウワ 7号

*アンダーラインは、県外産を示す。
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表－２実験に,使用したプライマー

青段階の影響をうけること8)や分析可能な遺伝子座が

限られていることから識別能力が低い9)などの問題点

が指摘されている。それに対して，ＲＡＰＤ法はその

個体がもつＤＮＡの変異をマーカーとして利用してい

るため環境による影響を受けることなく安定した手

法であり，識別能力も非常に高い'０)。個体の識別能

力は，使用するプライマーの種類を増やしていくこ

とによって向上していくが，１０種類以上では頭打ち

になりそれ以降，その能力は変わらないことが報告

されている'')。今ＩＩｌＩ，使用したプライマーは１０種類

であったため十分な識別能力があり，本研究でバン

ドパターンに差が認められなかったクローンは，進

プライマー名 塩基配列

今回調査に用いた全９３クローンも実際には，７２クロー

ンである可能性が高いと思われた。
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ＲＡＰＤプライマー（ＯＰＤ－５）を使用した場合の電気泳動パターンを示す。

レーン番号１．高坂１号２.高坂２号３.高坂３号４.高坂４号５．滴坂５号６.高坂７号

７.高坂８号８．高坂９号９.商坂11号１０.三尾スギ１１．ミオ１号１２.ミオ２号

１３．ミオ３．号１４．ミオ４号１５．ミオ６．)ｊ１６．ミオ７号

３

１２３４５６７８９１０１１１２１３１４１５１６

４．考察

本研究によってＲＡＰＤ法による正確なスギクロー

ンの識別法を確立した。これまで富山県内のスギ品

種の識別は，外部形態の特徴や生体内の酵素反応を

利川するアイソザイム法で行われていたが2)，外部形

態に依存した分類では，経験者の判断に委ねられる

ことになり今回のように結英樹や雪害抵抗性候補木

など１００近くのクローンを正確に識別することは不

可能である。また，アイソザイム法は生育環境や生

－

ﾉヮ

１

図－１スギクローン各種の電気泳動パターン
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表－４同一と思われるクローン

1２

・高坂５号

・ミオスギ

・下高井１０号

・石動２号

・宮野アオ

・ボカスギ

・お宮アカ

高坂８号

ミオ１号ミオ２号ミオ３号ミオ４号ミオ６号ミオ７号ミオ９号ミオ１０号

下高井13号

リヨウワ１号リヨウワ２号リヨウワ３号リヨウワ４号リヨウワ５号リヨウワ７号

マスヤマＰ

石動１号石動３号

信田アカ

(ミオ，

(ボカ，

(石動2号，

(砺波1号）

表－５富山県の主要な挿し木品種の構成クローン数

ミオ

ポカ

リョウワ

マスヤマ

品概構成ｸﾛｰﾝ数

５）Mailer,Ｒ､Ｊ,，Scarth,Ｒ､，andFristensky，

Ｂ・（1994）Discriminationamongcultivars

ofrapeseed（Ｂ”ss”〃”"ｓＬ.）usingDNA

polymorphismsamplifiedfromarbitrary

pnmers・Theor・AppLGenet、８７：697-704

（1994）

６）Schnell,Ｒ､Ｊ､，Ronning,Ｃ､Ｍ・andKnight

２）平英彰富山県のスギさし木品種パーオキ

シダーゼ・アイソザイム及び針葉形質によるス

ギ挿し木品種の分類と同定について富山県林

業試験場研究報告Ｎ０．５，１－６６（1979）

３）Williams,Ｊ､Ｋ､，Kuberik,Ａ､Ｒ,，Livak,Ｋ，

』.，Rafalski,Ｊ､Ａ､，andTingey,Ｓ､VDNA

polymorphismsamplifiedbyarbitrary

pnmersareusefulasgeneticmarkers・Nucl・

Acids、Res、１８:6531-6535（1990）

ミオ1号，ミオ2号，ミオ3号，ミオ4号，ミオ6号，ミオ7号，ミオ9号，ミオ10号）

石動1号、石動3号）

リョウワ1号,リヨウワ2号,リヨウワ3号,リヨウワ4号,リヨウワ5号,リョウワ7号)(高潮（リヨウワ6号）

(職2号）リヨウワ3号，（ｼﾓｲ）（聯）（鯛ｱｶ）（宮野ｱｵ，ﾏｽﾔﾏPi）（お宮ｱｶ，信田ｱｶ）

３
８
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