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北大農邦文紀要 19(9): 649~666， 1996 

分子マーカ一利用によるイネ穀粒形質の遺伝分析(予報)1)

洪 梅珠2)・高牟裡逸朗・木下俊郎

〔北海道大学農学部植物育種学講座〕

(平成8年1月31日受理)

Genetical Study on the Grain Characters by the Use of 

Molecular Markers in Rice CPreliminary report) 

Mei-Chu HONG， Itsuro TAKAMURE and Toshiro KINOSHITA 

(Plant Breeding Institute， Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University， Sapporo 060， ]al?an) 

緒言

高等樋物においては，分子マーカーによる高密度

の連鎖地図を用いて，量的遺伝子座 CQuantitative

trait loci: QTL)を高精度で染色体上の区分された

領域にマッピングできる問。最もよく用いられてい

る分子マーカーである制限酵素断片長多型

CRestriction fragment length polymorphism: 

RFLP)は農業形質に影響がなく，共優性を示し，環

境や器官分化のステージ，他の遺伝子の影響を受け

ないなどの利点を有する20)。また任意の塩基配列を

プライマーとする PCR法 CPolymerase chain 

reaction)により増幅する DNA断片の RAPD

CRandom amplified polymorphic DNA)や AFLP

CAmplified fragment length polymorphism)は必

要とされる DNA量がRFLPより格段に少なく，

PCR法によって増幅されたDNAを電気泳動した

だけで検出できるため，プロッティングやサザンハ

イプリダイゼーションの操作が不必要となり，労力

や時闘が少なくて済む。また， F2' F3集団などでの

大量偲体の解析のためには極めて有利で‘ある。さら

に塩基配列の微妙な変化に反応してパンドパターン

が変わるために，近縁系統聞においても多型を検出

し易いといった利点がある5，24)。

1)北海道大学農学部植物育種学教室業績

2)現住所 台中区農業改良場，彰化蘇大村郷田洋村

茄苓路一段361巷200号，台湾省，中華民国
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最近におけるイネの品種改良では，穀粒の成分・

品質に加えて食味が重視される。そこで本研究では

かかる穀粒形質の育種の基礎となる QTL分析を計

画したレまず， 12種の親系統について RFLPマー

カーの多型性に基づき系統聞の類縁関係を調べ，さ

らにsd-1(半媛性〉を有する「しおかり」の準同質

遺伝子系統である ID-47と米国系統83N1l68聞の

交雑九集団を用いて RFLPおよびRAPDマー

カーを用いた連鎖分析を行うと共に，使用可能な分

子マーカーによる予備的なQTL分析を試みた。

本文に入るに先立ち， RFLPプロープを戴いたア

メリカ合衆国コーネル大学教授の TANKSLEY博

士，ルイジアナ大学クロリー稲試験所で保存してい

るJODON博士の検定系統を分譲して戴いた

NOWICK博士並びに連鎖分析のプログラム MAPL

を使用させて戴いた東京大学農学部教授の鵜飼保雄

博士，さらに穀粒成分の分析にご協力戴いた北海道

立上川農業試験場の研究員の方々に深く感謝の意を

表する。

材料および方法

1.供試系統

実験に用いた系統をTable1に示す。米国系統は

いずれも JODON博士が遺伝子分析の傍ら，連鎖検

定のために複数遺伝子を集積せしめた系統である。

日本型系統の中には北海道の優良品種「きらら

397J， IR8を一回親並びに「しおかり」を反覆親とす

る連続戻交雑法により作成したsd-1C半媛性〉を持
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Table 1. List of lin巴sused 

Line 

American Lines 

83N1038 

83N1072 

83N1ll6 

83N1154 

83N1202 

83N1209 

83N1l68 

japonica 1ines 
ID-47 

Kirara 397 

IRAT 13 

No.56 

indica 1ine 

Surjamkhi 

Marker gene Origin 

gh， gl Jodon's tester 

polyhusk， Rd do. 
d do 

d， nal do 

d， ps do 

d， nal do 

big grain do. 

sd-l lsogenic line of Shiokari 

Hokkaido ci.Jltivar 

lk-i lntroduced from IRRI 

Mi， Lk-j肌Linkagetester 

Indian variety 

つ準同遺伝子系統のID-:416)，連鎖検定系統の No.

56，そのほかフィリピンの国際稲研究所(IRRI)よ

り導入された大粒系統の IRAT13もここでは日本

型に分類したo さらに典型的なインド型系統として

はSurjamkhiを用いた。

供試材料はいずれも北海道大学農学部温室内に

ポット植えし， DNA抽出のために生育に影響を与

えないように葉を採取した。登熟後に採種して種子

稔性を調べ，マイクロメーターを用いて， 1個体5粒

につき籾長および籾幅をO.lmm単位で計測して平

均値を算出した。匪乳のアミロース含量については

北海道立上川農業試験場の協力を得て，テクニコン

社製のオートアナライザーを用いて測定した。

2. RFLP分析

RFLP分析のためのプロープにはIR36(インド

型〉の Pst1ゲノミックライブラリーから選ばれた

単一コピーのクローン 12) を，各染色体について 2~6

個ずつ，計53種を本研究に用いた(Table2)。なお，

クローンの増幅はPCR法則的で行い， DNAの抽出

はCTAB法4).13)によった。サザンプロッティングと

ハイブリダイゼーションでは，まずEcoRIまたは

HindIIIの制限酵素により切断したDNA各2μg

を0.8%アガロースゲル， 80V定電圧下で電気泳動

を行った。次いで0.25NのHClに10分間浸潰して

脱プリン化を行い，さらに1.5MのNaCl，'0.5Mの

NaOH液おぶび1.5MのNaC1， 0.5MのTris-HCl

(pH7.5)液に各40分間ずつ浸潰して DNAを変性

中和させ，キャピラリープロッティングにより

DNAをゲルからナイロンメンプラン CBiodyneB 

0.45μ〉にトランスファーした。その後， O.4Mの

NaOH液を浸した 3mm鴻紙上に 10分間放置して

DNAを固定し，最後に5x SSC (750 mM  N aCl， 

75mMクエン酸ナトリウム Z)で1分間洗浄した。

プレハイプリダイゼーションにはあらかじめ 42'C

に加温したハイブリダイゼーション溶液を用いて 1

時間処理した。ノ、イブリダイゼーションは200ngの

プロープを95'Cで5分間熱変性させた後，標識試薬

(ECL Kit)とグノレタルアルデヒドを加えて，非放

射性プロープとした。このプロープを加えた後42'C

で 15時間以上ハイプリダイゼーショ γを行った。

フィルターの洗浄には一次洗浄液 (6M尿素， 0.4% 

SDS， 0.5xSSC)中で42'C30分間の洗浄を2回，

2xSSC中で室温5分間の洗浄を 2回行った後，検

出試薬(ECLkit)に1分間浸漬処理し， X線フィル
ムに感光させてノミンドを検出した。

3. F2集団のRFLPおよびRAPD分析

交雑組合せ'lD-47x 83N1168の両親， F1個体およ

びF2集団 (125個体〉を北海道大学農学部温室内に

おいて播種，育苗した後， 2リットルポットに2個体

植えとして，ビニーノレハウス内で栽培した。DNA抽

出のためには，適時に葉を採取した。個体ごとに出

穂日を記録し，登熟後に稗長，穂長，穂数，一穂頴

花数，籾長，籾幅，千粒重，アミロース含量，種子

稔性を調査した。

DNAはCTAB法による新鮮葉の凍結乾燥試料

から抽出し，EcoRI， EcoRV， HindIII， BamHI， 

SかIおよびXhoIの6穫の制限酵素により切断し

た。まず各染色体から選ばれた 121種の RFLPプ

ロープについて両親の多型を検定した。これらのプ

ロープはIR36のPstIゲノミックライブラリーから

選抜された単一コピークローンが81種， cDNAラ

イブラリーから選抜されたクローンが33種，エンバ

クcDNAライブラリーから選抜されたクロー γが

7種の計 121種である(Table2)。両親において多型

を検出できた RELPプロープについて F2個体につ

いて RFLP分析を行った。なお RFLP分析の手法

は前述に準じた。

RAPD分析についてはRFLP分析と同じ材料を

用い，全DNAの抽出はRFLP分析と同様に行い，

DNAの濃度をフルオメーター (Hoefer scientific 
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Table 2. Cloned probes used in RFLP analyses 

Clone Chromosome M. W. (kb) Clone Chromosome M. W. (kb) 

RG350 1 1.5 RG351* 7 0.8 
RG236・ 1 1.4 RZ634 7 1.1 
RG220・ 1 。.9 RZ395 7 1.4 
RG780 1 2.3 RG650・ 7 2.3 
RG345・ 1 1.2 RG711 7 1.8 
RG462・ 1 1.6 C00533 7 1.5 
C00920 1 1.2 RG477 7 1.0 
RG146* 1 1.0 RZ488 7 0.8 
C00962 1 1.2 RG165* 7 2.9 
RG173 1 0.9 RG29・ 8 0.8 
RG140* 1 1.5 RG20・ 8 1.5 
RG520' 2 0.8 RZ562 8 1.2 
C001091 2 1.1 RZ617 8 1.0 
RG256・ 2 1.7 RG28 8 0.9 
RZ906 2 1.5 C00464 8 1.5 
RZ260 2 0.9 RG136* 8 1.2 
RZ318 2 0.7 C0099 8 2.1 
RG139・ 2 1.2 RG757 9 1.1 
RG157・ 2 1.0 RZ698 9 0.4 
RZ386 2 1.3 RZ206 9 0.6 
RZ643 2 0.5 RG358・ 9 1.0 
RG144* 2 0.8 RZ12 9 2.0 
RG83 2 0.9 RG570* 9 1.1 
RG365 * 2 1.5 RG386・ 9 1.3 
RG555 2 0.8 RZ404 9 0.6 
RG120 2 RG432 9 3.5 
RG348・ 3 1.4 RG553* 9 0.7 
RG224・ 3 1.1 RZ892 10 1.4 
RG100* 3 0.9 RZ561 10 0.7 
RG227 3 0.8 RZ337 10 1.4 
RG393・ 3 1.9 RZ811 10 0.6 
RG179* 3 1.3 RG134事 10 0.6 
RZ403 3 1.4 RG561 10 2.4 
RZ393 3 0.9 RZ421 10 0.9 
RZ745 3 1.3 RG241 10 2.5 
RG147 3 1.5 RZ257・ 10 1.6 
RZ819 4 2.0 RG353 11 1.0 
RG143・ 4 1.2 RG303掌 11 1.9 
RG214* 4 1.4 RG103* 11 0.9 
RG329・ 4 1.3 RZ797 11 1.3 
RG449・ 4 1.8 RG2 11 l.5 
RZ69 4 0.9 RG16・ 11 0.8 
C00456 4 1.5 RG167・ 11 l.6 
RG207・ 5 1.7 RG1094 11 1.5 
RZ244 5 1.6 RG131 11 0.7 
RG403* 5 1.4 RG118事 11 2.0 
RG182 5 3.4 RZ141 11 0.8 
RG573・ 5 1.8 RZ722 11 0.8 
RG13* 5 2.2 RG1022 11 1.1 
RG470 5 0.9 RG304 11 。.9
RZ70 5 0.7 RG211・ 11 。.8
RG119・ 5 0.8 RG181・ 12 1.2 
RZ516 6 0.6 RG463 12 1.3 
RZ588 6 1.0 RG190 12 1.4 
RG213・ 6 1.3 RG361 12 1.8. 8 
RG138・ 6 1.2 RZ76 12 0.7 
RG64* 6 1.5 RG341* 12 l.6 
RG264 6 0.6 RG235 12 0.8 
RG123事 6 0.6 RZ816 12 0.6 
RG172‘ 6 1.8 RG574* 12 1.1 
RG653 6 1.9 

RG: Rice genomic DNA， RZ: Rice cDNA， CDO: Oat cDNA. 
* 53 probes were used for RFLP analyses of the 12 lines to detect the parental relationships other 
than F， PFLP analyses. 
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instruments社製〉により測定した。その値をもとに

して 10ng/μfの濃度に希釈し，さらに酵素(プロテ

アーゼ〉の失活や残留しているタンパク質の分解の

ために10分間煮沸し，その後すぐに氷水で冷却し

た。これを鋳型DNAとして4'Cで保存した。

PCR反応液の組成は25ngの鋳型DNA，2.5μJ

の10xbu百er(100 mM Tris-HCl pH 8.3， 500 mM 

KCl， 20 mM MgCI2， 0.01% gelatin)，各100μMの

dNTP， 1.0 unitのTaqポリメラーゼ， 15pmolのプ

ライマーで，プログラムサーマルサイクラー(DNA

thermal cyc1er， Perkin Elmer Cetus社製〉を用L、

て， 94'Cl分， 36'Cl分， 72'C2分のザイクルを42回

繰り返した後， 72'Cで10分間に保った。増幅された

DNAを2%のアガロースゲルを用いたサブマリン

電気泳動により分画し，エチジウムブロマイドで染

色後， UVライトによる発光を写真に撮りパンドを
検出した。なお本実験に用いた10塩基対のランダム

プライマー (uperon社製kitC， P， V) 60種類を

Table 3に示した。 ID-47x 83N1168のF2集団につ

いては両親において RAPDマーカーの多型を検出

できたプライマーを用いて PCR法を行った。 F2集

団における各マーカー聞の組換価をAllardの最尤

法2)によって求めた。なお組換価の計算にはコン

ビュータプログラム MAPLを用いた。

結果

1. RFLPに基づく親系統聞の類縁関係

1) 全系統を対象とした場合の多型性

53種のプロープと 2種の制限酵素を組合わせて，

供試12系統について RFLPマーカーの多型を調査

した(Fig.l)。制限酵素としては， 6塩基認識の酵素

のEcoRIとHindIIIを用い，染色体2，4， 5， 7， 9， 

10よりのRFLPプロープに対しては，いずれの酵

素においてもほぼ同等に多型性を検出できた。しか

し，それら以外のプロープでは制限酵素によって多

型頻度にかなりの差を生じていた(Table4)0 EcoRI 

では染色体1，6， 11からのプロープの多型類度が

HindIIIの場合よりも高かったが染色体3，8， 12の

場合には逆の傾向となった。特に染色体3と8のプ

ロープに対してはEcoRIでは多型性を全く検出で

きなかった。しかし，この場合にも制限酵素を Hin-

dIIIへ変えると多型性を見い出すことができた。平

Table 3. N ucleotide sequences of primers used in this study 

Primer Sequence Primer Sequence Primer Sequence 
code 5' to 3' code 5' to 3' code 5' to 3' 

OPC-01 TTCGAGCCAG OPP-01 GTAGCACTCC OPV-01 TGACGCATGG 

OPC-01 GTGAGGCGTC OPP-02 TCGGCACGCA OPV-02 AGTCACTCCC 

OPC-03 GGGGGTCTTT OPP-03 CTGATACGCC OPV-03 CTCCCTGCAA 
OPC-04 CCGCATCTAC OPP-04 GTGTCTCAGG OPV-04 CCCCTCACGA 

OPC-05 GATGACCGCC OPP-05 CCCCGGTAAC OPV-05 TCCGAGAGGG 
OPC-06 GAACGGACTC OPP-06 GTGGGCTGAC OPV-06 ACGCCCAGGT 

OPC-07 GTCCCGACGA OPP-07 GTCCATGCCA OPV-07 GAAGCCAGCC 
OPC-08 TGGACCGGTG OPP-08 ACATCGCCCA OPV-08 GGACGGCGTT 

OPC-09 CTCACCGTCC OPP-09 GTGGTCCGCA OPV-09 TGTACCCGTC 

OPC-10 TGTCTGGGTG OPP-10 TCCCGCCTAC OPV-10 GGACCTGCTG 
OPC-ll AAAGCTGCGG OPP-ll AACGCGTCGG OPV-l1 CTCGACAGAG 
OPC-12 TGTCATCCCC OPP-12 AAGGGCGAGT OPV-12 ACCCCCCACT 
OPC-13 AAGCCTCGTC OPP-13 GGAGTGCCTC OPV-13 ACCCCCTGAA 
OPC-14 TGCGTGCTTG OPP-14 CCAGCCGAAC OPV-14 AGATCCCGCC 
OPC←15 GACGGATCAG OPP-15 GGAAGCCAAC OPV-15 CAGTGCCGGT 
OPC-16 CACACTCCAG OPP-16 CCAAGCTGCC OPV-16 ACACCCCACA 
OPC-17 TTCCCCCCAG OPP-17 TGACCCGCCT OPV-17 ACCGGCTTGT 
OPC-18 TGAGTGGGTG OPP-18 GGCTTGGCCT OPV-18 TGGTGGCGTT 
OPC-19 GTTGCCAGCC OPP-19 GGGAAGGACA OPV-19 GGGTGTGCAG 
OPC-20 ACTTCGCCAC OPP-20 GACCCTAGTC OPV-20 CAGCATGGTC 
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Table 4. Polymorphism(%) detected by EcoRI and 
HindIII enzymes 
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ける最高は83N1154と83N1202間， 83N1202と

83N1209間における 22.6%であった。 83N1038と

83N1168闘では11.3%しか多型を検出できなかっ

た。その他の系統間でも 13.2%から 20.8%の多型頻

度となった。

3) 岡本型系統群内の多型性

「きらら 397JならびにlD-47，IRAT13， No.56の

4系統間でみられた多型性は米国系統群の場合より

もかなり低かった (Table5)0 EcoRIではlD-47，

「きらら 397JとNo.56との 3系統閣では最高

3.8%の多型しか検出できなかった。IRATl3と他の

日本型系統間でも 11.3%であった。 HiηdIIIの場合

にはIRATl3と「きらら 397J聞の 15.1%が最高で，

最低は「きらら 397JとlD-47間の 3.8%であった。

その他の系統間では9.4%から 13.2%となった。

4) 米国系統，日本聖，インド型系統聞の多型性

米国系統聞では様々なバンドパターンが検出され

た。すなわちインド型Surjamkhiと問じバンドを有

する場合， 日本型と同ーの場合，インド型と日本型

の両方のバンドを共有する場合，インド型にも日本

型にもみられない特有のバンドを有する場合 (Fig.

0の4穫があった。その結果，米国系統と日本型系

統間の組合わぜでは5.7から 34%に至る変異がみ

られた。また， 83N1072と日本型系統との闘ではい

ずれも 30%以上の高い多型を見い出した。なお，米

国系統とインド型の Surjamkhi聞ではいずれも

Fig. 1. RFLP paterns of the 12 strains. 
DNA was digested with EcoRI and probed 
with RG256. 
DNA was digested with HindIII and probed 
with RG64. 

均多型頻度はHindIIIでは43.4%であり EcoRIの

場合の 39.5%と同程度であった。なお， 53種のプ

ロープと 2種の制限酵素との 106穫の組合せ中の多

型割合を調べたところ， 44種で多型を生じ，平均多

型率は41.5%であった (Table4)。

2) 米国系統群内の多型性

7種の米国標識系統を用いて，それぞれの系統間

で多型頻度を比較すると，系統聞によって大きな変

異がみられた (Table5)0 EcoRIでは83N1072と

83N1209との聞に32.1%の多型がみられたが，これ

を最高として， 83N1038と83N1072開， 83N1072と

83N1168聞ではいずれも 28.3%であった。米国系統

閣の組合せ21種のうちの 5組合せでは26%を越え

る高い多型が示された。一方， 83N1038と83N1l68

間， 83N1l68と83N1202間では9.4%しか多型を検

出できなかった。その他の系統聞では15.1%から

20.8%までの変異娼となった。 HindIIIの場合にお

(8) 

(A) 

(B) 
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Table 5. Polymorphisms(%) of RFLP markers detected between di任erentlines with EcoRI 

and HindIII enzymes 

A B C D E F G H I J K L 
Line 83N 83N 83N 83N 83N 83N 83N ID Kirara No.56 IRAT Surja-

1038 1072 1116 1154 1202 1209 1168 47 397 1'010・ 13 mkhi 

A. 83N1038 A 18.9 13.2 18.9 15.1 18.9 11.3 20.8 22.6 17.0 15.1 20.8 

B. 83NI072 28.3 B 20.8 18.9 15.1 18.9 20.8 22.6 18.9 20.8 24.5 26.4 

C. 83N1116 20.8 20.8 C 15.1 20.8 18.9 17.0 22.6 24.5 20.8 18.9 30.2 

D. 83N1154 15.1 26.4 20.8 D 22.6 13.2 17.0 11.3 13.2 11.3 13.2 24.5 

E. 83N1202 17.0 26.4 17.0 17.0 E 22.6 13.2 28.3 24.5 17.0 20.8 26.4 

F. 83N1209 15.1 32.1 20.8 15.1 17.0 F 13.2 7.5 7.5 13.2 13.2 26.4 

G. 83N1168 9.4 28.3 17.0 15.1 9.4 15.1 G 15.1 17.0 7.5 7.5 28.3 

H. ID-47 13.2 34.0 22.6 15.1 17.0 15.1 11.3 H 3.8 11.3 13.2 26.4 

1 . Kirara 397 11. 3 32.1 24.5 13.2 18.9 15.1 11.3 3.8 9.4 15.1 26.4 

J. No. 56 13.2 32.1 24.5 17.0 18.9 18.9 11.3 3.8 3.8 J 9.4 30.2 

K. IRAT 13 13.2 30.2 22.6 15.1 13.2 17.0 5.7 11. 3 11.3 11.3 K 30.2 

L. Surjamkhi 26.4 22.6 28.3 26.4 24.5 26.4 24.5 28.3 30.2 32.1 30.2 L 

Polymorphisms(%) detected with EcoRI and HindIII are shown on left and right side diagonal， 

respectively. 

20%以上の多型を検出し，日本型系統と Surjamkhi のIRAT13を除いて短粒であり粒形指数は1.75以

の間でも 26.4%以上の高い多型を検出できた。 下となった。米国系統群には短粒，大粒および長粒

2.親系統における粒大およびアミロース含量の変 が混在していた。アミロース含量については，イン

巽 ド型の Surjamkhiでは28.3%という高い値を示

供試12系統について粒大とアミロース含量に関 し，日本型系統は儒性の 0%から 16.7%の低い値を

する変異を調べた CTable6)。一般にインド型は細 示した。米国系統群は19.1%以下の 83N1l16，

長い籾が特徴であり， Surjamkhiの粒形指数(籾長/ 83N1154， 83N1l68と22.5%の83N1072，さらに

籾幅〕は2.45を示した。一方， 日本型系統では大粒 25%以上の 83N1038，83N1202， 83N1209の3群へ

Table 6. Comparison of grain size and amylose content between the lines used for RFLP analyses 

Line 
Spikelet Spikelet Spik巴l巴tshape Amylose 
length (mm) width (mm) index content (%) 

83NI038 8.60 3.38 2.54 25.0 

83NI072 6.98 4.16 1.68 22.5 

83N1116 7.94 3.16 2.51 17.5 

83N1154 7.02 3.50 2.01 10.4 

83N1202 7.70 3.28 2.35 25.9 

83N1209 7.52 3.46 2.17 25.4 

83N1168 10.40 3.50 2.97 19.1 

ID-47 6.04 3.94 1.53 16.7 

Kirara 397 6.52 3.72 1. 75 15.1 

IRAT 13 9.36 4.20 2.23 13.7 

No. 56 5.74 3.80 1.51 0.0 

Surjamkhi 7.16 2.92 2.45 28.3 



の多型頻度はいずれも 11.1%で最低となり，平均は

17.4%であった。

F¥およびF2個体からそれぞれDNAを抽出して

両親問に多型を生じた各フ。ロープと 6種の制限酵素

の組合せにより RFLP分析を行った(Fig.2)。すな

わち， RG140， RG147， RG214， RG207， RG213， 

RZ892をプロープとした時にはDNAをEcoRIで

切断し， RG384， RG13， RG650， RG303， RG304， 

RG190， RG341をプロープとした時にはHindIIIに

よる切断， RG264， RG28をプロープとした時には

EcoRVにより， RG64をプロープとした時には

BamHIによりそれぞれDNAを切断した。また，

RG570をプロープとした時にはXhoIでDNAを

切断し， RG139， RG157， RG553およびRG780をプ

ロープとした時にはDNAをStyIで切断して

RFLP分析を行った。その結果，F¥およびF2集団で

は完全優性を示してID-47型:83N1168型を3:1

あるいは1: 3に分離する場合 (RG303，RG341， 

RG553， RG570)と共優性を示して ID-47のホモ

型:ヘテロ型:83N1l68のホモ型を 1:2:1に分

離する場合とがあった (Table8)。そのほかRFLP

マーカーによっては分離に歪みを生じ， 3: 1や 1: 

2:1の比に適合しない場合もあった。

一方， RAPDについては60穫のプライマーのう

ち9種を用いた時にID-47と83N1l68簡で25種の

多型を検出できた(Table9)。それらの RAPDのう

ち， 8種ではID-47が83N1l68の有していないバン

ドを一本過剰に持ち，逆に他の 17種では83N1l68

の方がID-47の持たないバンドを一本過剰に有し

ていた。
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Table 7. Number and polymorphism(%) of probes 

used to characterize ID-47 and 83N1168 
(Polymorphism detected with at least 1 

out of 6 enzymes surveyed) 

洪・高牟撞・木下 イネ殻粒形質のQTL分析
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分類された。

3. F2集団の遺伝分析
1) 分子マーカーの分離

粒形指数の顕著に異なる ID-47と83N1l68を交

雑親に用い，まず両親間での RFLPマーカーの多型

性を調査した。各染色体から選んだ 121穫のプロー

プについて多型頻度を Tabl巴7に示した。各染色体

のマーカーについての平均多型頻度にはかなりの変

動がみられ，染色体6のマーカーにおける多型頻度

が最高で33.3%を示し，染色体7や 10のマーカー

21 121 Total 

F， 

α3 

~ 
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~ F1 

?、
苛
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Fig. 2. F2 segregation of RFLPs in the cross， ID-47 x 83N1l68. 
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Table 8‘ F2 segregation and goodness of fit for RFLP markers in the cross， ID-47x83N1l68 

Marker 
(chromo 
some) 

No. of F2 individuals 
Goodness of fit 
(1 : 2 : 1 or 3 : 1) 

2 X. P ID-47 
type 

F， 83N1l68 
type type Total 

EcoRI 

RG140 ( 1 ) 

RG147 (3) 

RG214 (4) 

RG207 (5) 

RG213 (6) 

RZ892 (10) 

HindIII 

RG348 (3) 

RG13 (5) 

RG650 (7) 

RG303 (11) 

RG304 (11) 

RG190 (12) 

RG341 (12) 

EcoRV 

RG264 (6) 

RG28 (8) 

BamHI 

RG64 (6) 

XhoI 

RG570 (9) 

StyI 

RG139(2) 

RG157(2) 

RG553 (9) 

RG780 (1) 
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両親間でRAPDマーカーの多型を検出できた 9

種のプライマーを用いて， F2集団について PCRを

行い RAPDマーカーについての遺伝分析を行った

(Table 10)0 25種の RAPDマーカーのうち 18種

においてはパンドを有する型が優性を示し， F2では

3 : 1の分離比に適合した。しかし， 7種のマーカー

(OPPl-860， OPV6-490， OPV6-510， OPV6-770， 

OPV7-710， OPV7-1080， OPV8-1300)については，

Lで3: 1の分離比に適合しなかった。

片親に用いた ID-47は形態的マーカーとしてsd

1(半倭性〕を有するため正常型の 83N1168との交雑

においては， F，個体の草型が正常型を示し， F2集団

の稗長分布はsd-lの分離により，およそ 60cmと

90cm に2つのピークを有する 2頂分布を示した

(Fig.3)。そこで，草型については2種の表現型に

分けることができ，正常型:半媛性型の分離は3:1 

の比に適合した (Table11)。

2) 分子マーカー聞における連鎖分析

ID-47 x 83N1168の巳集団を用いて， 18種の

RFLPマーカー， 18種の RAPDマーカーおよび1

種の形態的マーカーを合わせた 37種のマーカーに

ついての連鎖分析を行った (Table12)0 sd-lと36

種のマーカー聞にはし、ずれも独立関係がみられた。

一方， RFLPマーカー聞では， RG140とRG147では
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Table 9. RAPD markers. used to distinguish 
between ID-47 and 83N1168 

RAPD ID- 83N RAPD ID- 83N 
marker 47 .1168 marker 47 1168 

OPCl1-630 ー十 OPV7-710 ー十
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 OPV 6-510 + OPVI0-460 + 
OPV 6-770 十一 OPVI0-770 十

OPV 6-920 ー十

Each amp!ified band was named by the primer used 
and its size in bp. For examp!e， OPCl1-630 refers 
to the 630 bp band amp!ified by the primer OPCll. 

" +" means presence， "一"means absence. 

4.3%， RG140とRG213間では31.9%，RG213と

RG147間では23.5%，RG570とRZ892間では

28.1%， RG264とRG64間では27.1%の組換価がそ

れぞれ算出された。 RAPDマーカー聞においては

OPC15-630とOPC15-680聞では0%，OPV8-400 

とOPV8-500間では33.0%，OPV10-460とOPV10

-770問では25.4%，OPV6-920とOPVl-960間で

は32.6%，OPV6-920とOPP14-1140間では

23.5%， OPV6-920とOPV8-1000聞で22.5%，

OPV6-920とOPV7-770聞では23.2%，OPV6-920 

とOPV10-770間では26.1%，OPV8-1000とOPP1

-960聞では24.4%，OPV8-1000とOPV7-770間で

は29.3%，OPV8-1000とOPV10-770間では

30.9%， OPP10-460とOPP10-770聞では25.4%の

組換価で、それぞれ連鎖関係を認めた。また， RFLP 

マーカーと RAPDマーカー聞でも， RG553と

OPP14-1140問， RG64とOPV10-420聞にそれぞれ

32.5%と24.8%の組換価が算出された。すでに染色

体上の座位が判明している RFLPマーカーを基に

して新たに供試した RAPDマーカーを連鎖群に分

け，独立関係にあるものをも含めて下記に示した。

染色体 6: RG264-RG64-0PV10-420， RG213 

-RG147 (染色体3)-RG140(染色体1)

染色体9: OPPl-960-0PV8-1000-0PV6-920 

Table 10. F， segregations and goodness of fit for 
25 RAPD markers in the cross， ID-47 x 

83N1168 

RAPD 
marker 

No. of F， individua!s Goodness of 
白t(3 : 1) 

Presence Absence Tota! x' p 

十

OPCll-630 71 

OPC15-630 53 

OPC15-680 63 

OPP 1-710 88 

OPP 1-860 79 

OPP 1-960 81 

OPP 5-680 78 

OPP14-550 78 

OPPI4-1140 94 

OPV 6-490 34 

OPV 6-510 45 

OPV 6-770 56 

OPV 6-920 70 

OPV 7-710 61 

OPV 7-770 81 

OPV 7-950 83 

OPV 7-1080 94 

OPV 7-1240 79 

OPV 8-400 41 

OPV 8-500 41 

OPV 8-1000 39 

OPV 8-1300 34 

OPVI0-420 43 

OPVI0-460 42 

OPVI0-770 44 

+ 

19 90 0.73 0.3-4.0 

22 75 0.75 0.3-0.4 

12 75 3.24 0.05-0.1 

33 121 0.33 0.5-0.6 

39 118 4.08 <0.05 

38 119 3.05 0.05-0.1 

30 108 0.44 0.5-0.6 

37 115 3.16 0目05-0.1

25 119 1.01 0.3-0.4 

39 73 3l.46 く0.01

27 72 6.0 <0.05 

33 89 6.93 <0.01 

22 92 0.06 0.8-0.9 

46 107 18.47 <0.01 

26 107 0.03 0.8-0.9 
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1ll 5.55 <0.05 

1ll 0.87 0.3-0.4 

56 0.10 0.7 -0.8 

56 0.10 0.7-0.8 

56 0.86 0.3-0目4

56 6.10 <0.05 

59 0.14 0.7-0.8 

59 0.46 0.4-0.5 

61 0.27 0.6-0.7 

Table 11. F， segregation and goodness of fit for 
sd-l in the cross. ID-47 x 83N1168 

F， segregation Goodness of fit (1 : 3) 
Tota! 

sd-l + X' p 

Obs. 22 103 125 3.65 0.05-0.1 

-OPP14-1140-RG553， RG570-RZ892 (染色体

10) 

染色体不明 OPC15-630-0PC15-680 

染色体不明 OPV10-460-0PV10-770

染色体6と9ではそれぞれ所属染色体の異なる

RFLPマーカ一間にも連鎖関係がみられた。なお，

OPCll-630， OPPl-770， OPP5-680， OPP14-550， 

OPV7-950， OPV7-1240の各マーカ一間ではすべて
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Table 12. Linkage ana!yses between marker genes in F， popu!ation of the cross， ID-47 x 83N1168 

Gene Pair Linkage R. C. V. 
F， segregation 

A:B 
AA Aa aa Tota! x' LOD phase (%) 
BB Bb bb BB Bb bb BB Bb bb 

RB264: RG64 Coup 27.1::t4.6 Obs.13 9 1 6 20 7 1 6 5 68 20.29 3.62 

RG140 : RG147 Coup 4.3土l.7 Obs. 19 3 。2 33 1 。。 14 72 111.10 22.61 

RG140: RG213 Coup. 3l. 9::t4. 9 Obs. 11 12 2 6 25 8 3 6 7 80 13.10 2.26 

RG213 : RG147 Coup. 23.5土4.5 Obs. 9 5 1 10 21 4 o 5 8 63 2l.10 4.44 

A.. aa 
BB Bb bb BB Bb bb Tota! x' LOD 

RG570 : RZ892 Coup. 28. 1 ::t 7 . 3 Obs. 14 16 

OPVIO-420・ Coup. 24.8::t8.3 Obs. 10 14 
RG64 

B_ 

OPCI5-630: Rep. 。.O::t17.3 Obs. 41 
OPC15-680 

OPV 6-920: Coup. 32.6土6.1 Obs. 53 
OPP 1-960 

OPV 6-920: Coup. 23.5::t5.6 Obs. 62 
OPPI4-1140 

OPV 6-920: Coup. 22. 5 ::t 7 . 7 Obs. 26 
OPV 8-1000 

OPV 6-920: Coup. 23.2::t5.6 Obs. 53 
OPV 7-770 

OPV 6-920: Coup 26.1::t8.6 Obs. 32 
OPVI0-770 

OPV 8-400: Coup 33 . O::t 7 . 7 Obs. 33 
OPV 8-500 

OPV 8-1000: Coup 24.4::t6.1 Obs. 30 
OPP 1-960 

OPV 8-1000: Coup 29.3::t7.8 Obs. 35 
OPV 7-770 

OPV 8-1000: Coup 30.9土7.1 Obs. 29 
OPVIO-770 

OPVIO-460: Coup. 25.4::t6‘4 Obs. 35 
OPVIO-770 

OPP14-1140: Coup. 32.5::t6.5 Obs. 55 
RG553 

互いに独立関係を示し，これらの 6種の RAPDマー

カーの所属染色体を特定できなかった。

3) 染色体マーカーと量的遺伝子座 (QTL)との関

係

F2集団の交雑親系統である ID-47と83N1l68間

では稗長 (Fig.3)の外に籾長，籾幅，アミロース含

量，到穂日数，穂数，千粒重，一穂頴花数，穂長，

種子稔性について平均値聞に有意差を認めた。また

A.. 

3 2 5 6 46 8.13 l.54 

4 1 2 5 36 7.33 l.43 

aa 
bb Tota! x' LOD bb B一

12 22 。75 5.51 Infinite 
15 10 11 89 7.40 l.40 

5 12 10 89 12.74 3.06 

7 6 40 8.71 l. 73 

8 8 11 80 15.02 3.14 

6 3 4 45 4.15 l.11 

8 8 7 56 4.57 0.85 

9 5 12 56 19.29 2.65 

3 10 6 54 5.14 1.12 

8 8 9 54 7.91 l.23 

7 7 10 59 12.97 2.22 

13 10 9 87 5.73 1.23 

F2集団における各形質の頻度分布はかなり大きな

変異幅による連続変異を示した (Fig.4)。

本交雑組合せでは両親聞にみられた RFLPや

RAPDマーカーの多型頻度が低かったために，QTL

分析において染色体上の区間マッピングは困難と

なった。しかし各量的形質に関与する遺伝子の所属

する染色体をほぼ推定できた。前述の 37種のマー

カーを用いて，それぞれのマーカーごとに2種ない
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しは3種の遺伝子型または表現型に分けて各形質の

平均値を算出し，その平均値の差についての有意性

を調べる F検定を行った (Table13)。

手早長についてはsd-l(染色体1)について正常型

と半媛性の2つの表現型に分けると両型の平均値聞

には明らかな差が認められた。

籾長については染色体 1のマーカーである sd-l

とRG-140，染色体7のマーカーである RG650，染

色体11のマーカーである RG304，染色体9のマー

カーである OPV6-920ならびに座位不‘明のマー

カーの OPV7-1240について，3種の遺伝子型閉また

は2種の表現型聞において平均値の差の有意性を検

出できた。 RG304，OPV6-920を除く，他の4種の

マーカーについては米国系統と同じパンドパターン

を有する方で籾長が長くなった。

籾帳については染色体1のマーカーである

RG140，染色体3のマーカーの RG147，染色体5の

マーカーの RG13について各遺伝子型・表現型闘で

平均値に有意差が認められた。 RG140，RG147の場

合には，米国系統と同じバンドパターンを有する方

で籾幅がより広く，逆にRG13の場合には日本型系

統ID-47と同じパンドパターンを有する時に籾幅

が広くなった。

アミロース含量については染色体8のマーカーで

ある RG28や座位不明の RFPDマーカーのOPC15

630において各遺伝子型・表現型間で平均値に有意

差を生じ， RG28の場合には米国系統と同じぷンド

パターンを示す方でアミロース含量が高く，

OPC15-630の場合には逆になった。

到穂日数については染色体7のマーカーである

ー-、、. ー
口Normal
~sd-1 

民
J
M

h
o
c
-
S
E
U也

40 60 80 100 

a面，嗣唱曲(cml
1:初

Fig. 3. Frequency distribution of culm length in F2 
population of the cross， ID-47x83N1l68. 

RG650および染色体8のマーカーである RG28に

おいて 3種の遺伝子型聞に平均値の有意差が認めら

れ， 2種のマーカーとも米国系統と同じバンドパ

ターンを示す方が晩生になった。

千粒重については染色体1のマーカーの sd-l

と， RG140，染色体3のマーカーの RG147，染色体

6のマーカーの RG213，染色体 11のマーカーの

RG304において，いずれも 3種の遺伝子型聞におい

て平均値の有意差がみられた。 RG304を除く他の

マーカーではいずれも米国系統と同じバンドパター

ンの方で千粒重が大きかった。

一穂頴花数については染色体 1のマーカーである

RG140，染色体 12のマーカーである RG341におい

ては3種の遺伝子型聞に平均値の有意差が認められ

た。いずれのマーカーでも米国系統と同じパンドパ

ターンを有する方で一穂頴花数が多くなった。

務長については染色体5のマーカーである

RGI3，染色体7のマーカーである RG650について

各遺伝子型の平均値聞に有意差が認められた。 2種

のマーカーとも米国系統と同じパンドパターンを有

する場合に穂長が長かった。

種子稔性については，染色体9のマーカーである

OPPl-960，染色体12のマーカーである RG341，座

位不明の OPC15-630において，各遺伝子型の平均

値聞に有意差を認めた。 RG341，OPC15-360につい

てはID-47と同じバンドパターンの方で種子稔性

が高かったが， OPPI-960の場合には逆になった。

なお，穂数については3種の遺伝子型の平均値聞

の差の有意となるマーカーが見い出されなかった。

各量的形質と各分子マーカー聞における遺伝的相

関関係(連鎖〕を括めると以下の如くである。

稗長 sd-l(染色体1)

籾長 sd-lとRG140(染色体1)， RG650 (染

色体7)，OPV6-920(染色体9)，RG304(染色体 11)，

OPV7-1240 (染色体不明〉

籾幅 RG140(染色体1)， RG147 (染色体3)，

RG13 (染色体5)

アミロース含量:RG28 (染色体8)，OPC15-630 

(染色体不明〉

到穂日数 RG650(染色体7)， RG28 (染色体8)

千粒重 sd-lとRG140(染色体1)， RG147 (染

色体3)， RG213 (染色体6)，RG304 (染色体11)

一穂頴花数 RG140(染色体1)， RG341(染色体

12) 
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Table 13. F -tests among the three genotypes (two 

kinds of homozygote and heterozygote) 

in nine. characters 

Trait Marker 
A・Chromosome F value 

gene 

Culm length sd-1 

Spikelet sd -1 

le昭th RGl40 

RG650 

Spikelet 

width 

OPV6-920 9 

RG304 11 

OPV7-1240 Unknown 

RG140 

RG147 3 

RG13 5 

RG28 8 

OPC15-630 ~ Unknown 
Amylos氾

content 

Days RG650 

to heading RG28 

1000-kernel sd-1 

weight RG140 

RG147 

RG213 

RG304 

nuυ

唱

E

A

n

H

v

a
n
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A唾

q《
υ
'
h
i
υ

唱

E
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q
〈
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唱
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G
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一G
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P
A
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抗
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E

 

n
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「

s
，G

一

E
d引

a
一
E

'D'山
別
問
一
寸

A
'
H

m
恥
吋
一
.
山
昭

N
符
似
一

R

L肥

Seed OPPl-960 

84.3** 83N1l68 

7 

16.20' * 83N1l68 

4.16*' 83N1l68 

10.14 ** 83N1l68 

8目13** 10-47 

4.66・10-47
7.16** 83N1l68 

5.19** 83N1l68 

l4.98'* 83N1l68 

6.35*' ID-47 

3.68* : 83N1l68 

8.27** ID-47 

7 

8 

5.81** 83N1l68 

3.10* 83N1l68 

13.08** 83N1l68 

5.19* 83N1l68 

7.00* * 83N1l68 

4.27・83N1l68
3.34事 ID-47

3.52* 83N1l68 

3.97* 83N1l68 

4.20* 83N1l68 

3.30* 83N1l68 

5.99' 83N1l68 

1

1

3

6

日

ロ一

5

7

一
9

fertility RG341 12 8.31** ID-47 

OPC15-630 Unknown 8.04*' ID-47 

• **: Significant levels at 5%， and 1% in F-test， 
respectively 

A: Parental genotype exhibiting greater mean in 

the F2 population. 

穂長 RG13(染色体5)，RG650 (染色体7)

種子稔性 OPPl-960(染色体 9)，RG341 (染色

体 12)，OPC15-630 (染色体不明〉

考察

分子マーカーによる最初のイネ連鎖地図は

MCCOUCH et al.12)によって作成された。それ以来，

少なくとも 3種の高密度連鎖地図14，15，叫が出来上が

り，ゲノムの全染色体領域をほとんど万辺なくカ

ミーしている。したがって， QTLを区間マッピング

Cinterval mapping)叩により推定できるように

なった。すでに米粒の長粒指数 (elongationrate) 

のQTLが第 8染色体の RZ323の近くにあること1)

を初めとして，いもち病の部分抵抗性 (partial

resistance)22)，褐紋病抵抗性101 耐冷性16)等の遺伝

子座の推定や，日本型×インド型あるいはジャワ

型×インド型の交雑F2集団における各種の QTL

解析9，25.26)などが報告されている。

本研究では最近の重要な育種目標の一つで‘ある穀

粒形質についての QTL分析を行うために，まず米

国系統を7系統， 日本型を4系統，インド型を 1系

統の合計 12系統を用いて RFLPマーカーにより系

統間の類縁関係を調べた。 53種の RFLPプロープ

と2種の制限酵素の組合せ中で， 44組合せ(41.5%)

ではいずれかの系統聞に多型を検出できた。本実験

に用いた2種類の制限酵素は共に6塩基認識の制限

酵素であったが， RFLPの検出頻度はHindIII

(43.4%)とEcoRI(39.5%)は同程度であった。

MCCOUCH et al.12)は制限酵素によって切断された

断片の長さと RFLPの検出頻度との聞に相関関係

のみられること，また，インド型とジャワ型の間で

はEcoRIとHindIIIを用いて 30%を越える高い多

型を示したことを報告している。本実験でも再制限

酵素を用いて，いずれも約40%の多型を検出できた

ことから，イネではEcoRI， HindIIIが多型を検出し

やすい制限酵素と言える。

米国系統聞の全 21組合せについて RFLPの検出

頻度を比較すると，系統組合せにより大きな変異が

認められ， 9.4%から 32.1%までの変異がみられた。

すなわち，米国系統中には互いに近縁な系統が存在

する以外にかなり遠縁となる系統も含まれており，

米国系統群内には大きな遺伝的変異がみられた。こ

れに対して日本型の4系統間では多型性が極めて低

かった。特に「きらら 397JとID-47聞ならびに「き

らら 397JとNo.56の聞では4%以下の多型しかみ

られなかった。一方， IRAT13と「きらら 397Jの聞

には 15.1%の多型がみられた。 IRAT13はIRRI保

有の大粒系統であり，日本型よりむしろ日本型とイ

ンド型の中間型に近いと考えられる。

Wang23)はインド型と日本型の間で 30%以上の

頻度で RFLPを検出している。本研究においてもイ

ンド型の Surjamkhiと日本型系統との間では
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26.4%以上の高い頻度で多型を検出できた。米国系

統と Surjamkhi との間でも 20.8%~30.2%の比較

的高い多型が検出されたが，米国系統と日本型系統

との聞では5.7%~34%で，組合せにより大きな差

を生じていた。米国系統の 83N1168，83N1209， 

83N1154については日本型系統との間では19%以

下であり， Surjamkhiとは24%以上の多型を示した

ことから， 日本型に比較的近い系統と考えられる。

一方， 83NI072についてはEcoRlにより日本型系

統との間では32%以上， Surjamkhiとの間では

22.6%となり，むしろインド型に近い系統と考えら

れる。

松尾11)は世界の栽培品種を籾の大きさと形から

A型(短粒)， B型(大粒)， C型(長粒〉の3種に

分類している。これらは日本型，ジャワ型，インド

型にほぼ相当し，今回供試した 12系統を松尾の分類

により識別すると， IRAT13 (大粒B型〉を除き日

本型の3系統はいずれも短粒A型であった。米国系

統は83NI072，83Nl154と83N1209が短粒A型を

示し， 83NI038と83N1168は大粒B型，残りの 2系

統とインド型の Surjamkhiは長粒C型と判定され
司r>，、ー。

!fE乳のアミロース含量については， 83NI038， 

83N1202， 83N1209とSurjamkhiが高く， 83N1154 

と日本型系統は低く，橋遺伝子 (ω'x)を有する No.

56は0%を示した。アミロース含量は院公座の複対

立遺伝子によって支配され，インド型は Wx'を有し

て高含量となり，日本型は Wxbを有して低含量とな

る17}，本実験の結果も防公座の遺伝子の違いを反映

しているとみてよし、。

以上の結果に基づいて米国系統と日本型系統との

交雑後代を用いて RFLPマーカーとアミロース含

量やその他の粒形質との連鎖関係を調べることを計

画した。しかし，実際には交雑親聞で RFLPマー

カーの多型性が高い場合に， F，の種子稔性が低かっ

たり，さらに粒形およびアミロース含量の遺伝変異

を考慮に入れると適当な交雑組合せを見い出すこと

がかなり困難であった。そこで本研究ではまずID

47 x 83N1168の交雑組合せを用いて QTL分析を
試行した。

両親のID-47と83N1l68について 6種の制限酵

素と 121種のプロープによるサザンハイブリダイ

ゼーションを行い， 121種のプロープ中 21種のプ

ロープについて多型を見い出した。九集団では，そ

の内の 18種のプロープについて 3:1あるいは1: 

2 : 1の分離比に適合することを明らかにした。

RAPDマーカーは塩基配列のわずかな変化にも

敏感に反応してノミンドパターンに変化がみられるこ

とから， RFLPよりも近縁系統聞で多型を検出し易

いとされている。イネの品種同定にも RAPDの利用

の有効であることが報告されている九本研究では

60種のプライマーを用いて両親聞に25種の多型パ

ターンを検出した。F2集団では，その内の 18種のパ

ンドパターンが3: 1の分離比に適合した。

本研究においては， 82N1168とID-47との間での

RAPDの検出率 (42%)はRFLPの検出率(17%)

よりもかなり高かった。ただし，その内F2集団でメ

ンデル比に適合した割合を比較すると，RAPDでは

72%となり， RFLPの86%よりもやや低かった。ま

た， RAPDはRFLPより分析に要する労力と時聞

が少なくて済む。したがって，今後はRAPDマー

カーを連鎖地図上ヘマッピングして近縁系統聞の交

雑における QTL分析に利用することが望まれる。

本実験では， ID-47X83N1168のF2集団において

sd-1および 18種の RFLPマーカーと 18種の

RAPDマーカーとを互いに組み合わせた 37種の

マーカ一間で連鎖分析を行った。sd-1および6種の

RAPDマーカー (OPCl1-630，OPPl-710， OPP5 

-680， OPPI4-550， OPV7-950， OPV7-1240)で、は

それぞれの RAPD間並びに 18種の RFLPマー

カーとの聞ですべて独立関係がみられ，これらの

RAPDマーカーの所属染色体は不明であった。新た

にRAPDマーカーOPVI0-420が染色体6にある

ことと OPPI-960，OPV8-1000， OPV6-920および

OPPI4-1140が染色体9上に位置することがわかっ

た。なお，染色体1のRG140，染色体3のRG147お

よび染色体6のRG213の3者の聞に新たな連鎖関

係が認められた。また，染色体9のRG570と染色体

10のRZ892の聞にも連鎖がみられた。これまでの

連鎖分析の結果と相反するこのような事例が，単な

る見かけ上の連鎖なのか，または染色体の構造差な

どによるものかについては今後検討せねばならな

L 、。

本実験に用いたID-47x 83N1168のF2集団にお

ける得長の頻度分布はsd-1の作用により 2頂分布

を示した。また籾長，籾幅，アミロース含量，到穂

日数，千粒重，穂数，穂長はし、ずれも正規分布とな

り，一穂頴花数と種子稔性はややひずみを持つ変異
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を示した。これらの連続変異を示す形質に関与する

QTLの所属染色体は，少なくとも稗長のQTLは染

色体1に，籾長は染色体1，7， 9， 11に，籾幅は染

色体1と3と5に，アミロース含量は染色体8に，

到穂日数は染色体?と 8に，千粒重は染色体1，3， 

6および11に，一穂穎花数は染色体1と12に，穂長

は染色体5と7に，種子稔性は染色体9と12に座を

有すると推定された。これらの QTL分析を通じて，

一つの形質が複数の遺伝子によって支配されている

ことや，一つのQTLが複数の形質に関与している

場合が明らかとなった。これらの結果は従来のポリ

ジーンの概念に実証的な基礎を与えたことになる。

今回の交雑実験に用いた両親間ではRFLPと

RAPDを合わせても精度の高いQTL分析を行うた

めに十分な分子マーカーの多型性が得られなかっ

た。そのためにsingle point analysis19)により，

QTLと関係を持つ染色体の推定にとどめた。今回の

実験を参考にして，今後より精度の高い分析を行う

ためには，特にintervalanalysis1引を可能とする交

雑組合せを選定する必要がある。また，比較的近縁

な系統聞でも多型を生じやすい RAPDやmi-

crosatellite， AFLPなどの新しく開発された分子

マーカーを用いてマッピングを行うことも望まれ

る。

元来ポリジーンは環境要因の影響を受け易く，遺

伝子聞の上位性や遺伝子座内の相互作用などを考慮

に入れる必要があった。そこで異なる地域間での反

覆実験などを行うためには組換え白殖系統(Recom-

binant inbred line)，戻し交雑自殖系統(Backcross

inbred line)や倍加半数体系統 (Doubledhaploid 

line)等の材料を育成しておくことが望ましい。

QTL分析により有用遺伝子へ分子マーカーを

タッギングさせると marker-aidedselectionに

よって育種の選抜効率を著しく高めることができ

る。また，有用遺伝子を挟む分子マーカーよりの染

色体歩行にYACクローンのcontigsによる物理地

図を用いてmarker-based遺伝子クローニングへ

進めば組換えDNA育種に役立てることができょ

う。

摘要

1. イネの穀粒形質を中心にして，分子マーカー

を利用する QTL分析を計画した。まず，多型頻度の

高い交雑組合せを選定するために， 日本型，米国系

統群，インド型の計 12系統を用いて RFLPマー

カーの多型性を調べて，各系統の類縁関係を明らか

にした。さらに粒大やアミロース含量の変異をも考

慮して，米国系統×日本型系統の一つである ID

-47 x 83N1168のF2集団を選び，試行的にQTL分

析を行った。

2. 米国系統を7系統，日本型を4系統，インド

型を1系統用いて， RFLPマーカーの系統間変異を

調べたところ， 53種のプロープと 2種の制限酵素

(EccRIとHindIIDの組合せ 106種のうち， 44組

合せ (41.5%)で系統聞に多型性が検出された。

EcoRIとHindIIIによるといずれも約40%の多型

性を示し，両酵素共に多型を検出しやすい制限酵素

であった。

3. 米国系統聞の RFLP頻度を調べたところ，

9 .4~32.1%の多型が存在し，系統聞に大きな遺伝変

異が認められた。日本型の 4系統内では多型が低く，

遺伝的にかなり近縁であった。インド型の Surjamk-

hiと日本型系統および米国系統との聞では20%以

上の多型を検出できた。米国系統と日本型系統との

聞では5.7~34%の変異がみられた。

4. 供試12系統を松尾(1952)方式により分類す

ると， IRAT13 (大粒型〉を除く日本型3系統はすべ

て短粒型で，米国系統では83N1072，83N1154と

83N1209が短粒型を示し， 83N1038と83N1168は

大粒型，残りの米国2系統とインド型のSurjamkhi

は長粒型であった。座乳のアミロース含量は米国3

系統(83N1038，83N1202， 83N1209)とインド型系

統で高く， 83N1154と日本型系統は低く， NO.56は

0%を示した。

5. F2集団の交雑親である ID-47と83N1168の

間では，用いた 121種の RFLPプローブのうち 21

種で多型を検出した。その内 18種のプロープでは

F2集団で3:1あるいは1:2・1の分離比に適合し

た。また， PCR iこ用いた 60種のプライマーのうち

25種で両親聞に多型を検出でき，その中の 18種に

ついてはF2集団で3・1の分離比に適合した。な

お，両親聞の RAPDの検出率(42%)はRFLPの検

出率(17%)をかなり上回った。

6. ID-47x83N1168のF2集団において 18種の

RFLP， 18種の RAPDおよびsd-]を合わせた 37

種のマーカ一間で連鎖分析を行った。 sd-]は36種

の分子マーカーといずれも独立関係にあった。

7. 分子マーカ一間の連鎖関係は次の6グループ
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に分けられた。

染色体6・ RG264-RG64-0PV10-420 

染色体9: OPPl-960-0PV8-1000-0PV6-920 

OPP14-1140-RG553 

染色体6?: RG213 (染色体6)-RG147 (染色体3)

RG140 (染色体1)

染色体9?: RG570(染色体9)-RZ892(染色体10)

不明 OPC15-630ーOPC15←680

不明 OPV10-460-0PV10-770

RG264およびRG64はいずれも染色体6に所属

しているので， RAPDマーカーの OPV10-420は染

色体6にある。また， RG553は染色体9に所属して

いるので， OPPl-960， OPV8-1000， OPV6-920， 

OPP14-1140はいずれも染色体9に座乗する。

2つのグループにおいて，異なる染色体に位置す

るRFLPマーカー聞にも連鎖関係が認められた。見

かけ上の連鎖か否かを再検討する必要がある。

8. 各量的形質とマーカー聞に見い出された有意

な遺伝的相関関係は以下の如くである。

稗長 sd-1(染色体1)

籾長 sd-1，RG140 (染色体1)， RG650 (染色

体 7)， OPV6-920 (染色体的， RG304 (染色体11)，

OPV7-1240 (染色体不明〉

籾幅 RG140(染色体1)， RG147 (染色体3)，

RG13 (染色体5)

アミロース含量 RG28(染色体8)，OPC15-630 

(染色体不明〉

到穂日数 RG650(染色体7)， RG28 (染色体8)

千粒重 sd-1，RG140 (染色体1)， RG147 (染色

体 3)，RG213 (染色体6)，RG304 (染色体 11)

一穂穎花数 RG140(染色体1)， RG341C染色体

12) 

穂長 RG13(染色体5)，RG650 (染色体 7)

種子稔性 OPPl-960(染色体9)，RG341 (染色

体 12)，OPC15-630 (染色体不明〉
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Summary 

As a basis of rice breeding for grain characters 

inc1uding morphology and composition， the authors 

dealt with an estimation of quantitative trait loci 

(QTL) by using molecular markers such as RFLP 

and RAPD 

1. In order to measure the amount of polymor-

phism of RFLP markers detected among the paren-

tal lines， twelve rice lines belonging to indica， 

japonica and American testers were assayed with 

the combinations between 53 RFLP markers and 

two restriction enzymes. Genetic variation was 

detected for 44 (41.5%) out of 106 probe-enzyme 

combinations. A high degree of polymorphism 

(40% and 43%) was indicated with HindIII or 

EcoRI， confirming the previous results that these 

enzymes are suitable for RFLP analysis in rice. 

2. Frequencies of polymorphism detected 

between American testers ranged from 9.4% to 32. 
1% suggesting the existence of fairly large genetic 

variabilities. On the other hand， japo抑ica lines 

were c10sely related showing an extremely low fre-

quency of polymorphism. RFLP diversity between 

Surjamkhi (indica) and japonica or American lines 

was over 20%， while those between japonica and 

American lines indicated a variation ranging from 

5.7% to 34% in the combination with differ巴nt

japonica lines 

3. Genetic variations of grain characters are also 

important for choosing parental combinations for 

the crossing experiments. Rice lines tested were 

c1assified into three categories based on grain size: 

Kirara 397， ID-47， No.56， 83N1072， 83N1l54 and 

83N1209 belonging to “short grain" type; 83N1038， 

83N1168 and IRAT13 belonging to “large grain" 

type; and the remainders belonging to“long and 

slender grain" type. Three American test巴rs

(83N1038， 83N1202 and 83N1209)， and an indica 

line (Surjamkhi) showed high amylose content， 

whereas all ja，ρonica lines (Kirara 397， ID-47， 

IRA T13 and N o. 56) and an American tester 
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(83N1154) fell into a group showing low or none 

amylose content. 

4. F， population derived from a cross between 
ID-47 and 83N1168 was used for the preliminary 

QTL analysis. Polymorphisms between both par. 

ents were detected from 21 RFLP and 25 RAPD 

markers目 A higher fr巴quency of polymorphism 

(42%) was obtained in RAPD markers when 

compared with that of RFLP markers (17%). In 

the F， segregation， 18 of 21 RFLP markers and 18 
of 25 RAPD markers fitted the expected segregation 

ratios， 1: 2 : 1 or 3: 1. Therefore， these 36 markers 

were employed in QTL mapping for grain and plant 

characters. 

5. According to linkage analyses， the following 

alignments of molecular markers were newly estab-

lished 

Chromosome 6・RG264-RG64ーCOPV10-420)，

RG213-RG147(chromosome 3)-RG140(chromosome 

1) 

Chromosome 9・COPPl-960)ー(OPV8-1000)

一(QPV6-920)一(OPV14-1140)-RG553， RG570-RZ892 

(chromosome 10) 

Unknown : (OPC15-630)ー(OPC15-680)

Unknown : (OPV10-460)-(OPC10ー770)

There were two cases in which two or three 

different chromosomal markers were linked with 

each other. Further confirmation is needed to 

examine the possibilities of pseudolinkage and 

structural di百erence.

6. QTLs attaching to markers were detect巴d

from a significant difference between m巴anvalues 

of three genotypic classes or two phenotypic classes 

of markers， as described below 

Culm: sd-l (chromosome 1) 

Spikelet length: sd-l， RG140 (chromosome 1)， 

RG650 (chromosome 7)，OPV6-920 (chromosome 9)， 

RG304 (chromosome 11)， OPV7-1240 (unknown) 

Spikelet width: RG140 (chromosome 1)， RG147 

(chromosome 3)， RG13 (chromosome 5) 

Heading period: RG28 (chromosome 8)， RG650 

(chromosome 7) 

Amylose content: RG28 (chromosome 8)， OPC15-

630 (unknown) 

Days to heading: RG650 (chromosome 7)， RG28 

(chromosome 8) 

1000 kernel weight: sd-l， RG140， RG147 (chro. 

mosome 1)， RG213 (chromosome 6)， RG304 (chro. 

mosome 11) 

Spikelet numb巴rper head: RG140 (chromosome 

1)， RG341 (chromosome 12) 

Panicle length: RG13 (chromosome 5)， RG650 

(chromosome 7) 

Seed fertility: OPPl-960 (chromosome 9)， RG341 

(chromosome 12)， OPC15-630 (unknown) 

Although further experiments by using new 

molecular markers such as microsatellite and AFLP 

are needed for determination of QTLs by interval 

analysis， th巴 authorsare also pr巴paringto produce 

a series of recombinant inbreds and backcross in. 

breds for detailed analysis. It is expected that new 

breeding techniques will be developed through 

marker.aided selection and marker.based gene clon. 

ing depending on the information of QTL mapping. 


