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牧草におけるSSRマーカーの開発およびイタリアンライグラス

    冠 さ び 病 抵 抗 性 に 関 す る マ ー カ ー 選 抜 重

(Development of SSR markers in forage grasses and marker-assisted

             selection for crown rust disease of Italian ryegrass)

学位論文内容の要旨

  近年、RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)、RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA)、AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphis
m)、SSR (Simple Sequence Repeats)など様々なDNAマーカーが開発され、遺伝解
析などに利用されている。わが国においてオーチャードグラスとイタリアンライグラスは
重要な牧草であるにもかかわらず、これまでの研究で利用されてきたDNAマーカーはRA
PD、AFLPのような非種特異的で優性なマーカーのみであった。SSRは共優性マーカー
で対立遺伝子数が多く、ゲノム全体を解析できることからRFLP、RAPD、AFLPに比べ
有利な点が多い。しかし、開発には労カや時間、費用がかかるため、これまで両草種では
SSRマーカーの開発が行われなかった。そこで本研究ではオーチャードグラスでは品種識
別を目的に、またイタリアンライグラスは連鎖地図作製およぴ品種識別を目的として、S
SRマーカーを、それぞれのゲノムDNAから開発した。またEST (expressed sequencet
ag)情報に基づくSSRマーカー(EST-SSRマーカー）は翻訳領域由来であることから保存
性が高く遺伝子機能の変異を検出できる可能性があること、種間の識別においてより正確
な遺伝解析ができる特徴がある。イタリアンライグラスは近縁種のペレニアルライグラス、
ドクムギ、トーノレフェスクやメドウフェスクと交雑が可能なため、EST-SSRはイタリア
ンライグラスと他種との種間雑種育種に有用であると考えられる。そこで、イタリアンラ
イグラス船よぴ近縁種ぬペレニアルライグラスとドクムギのESTシークエンス情報から、
EST-SSRマーカーを開発した。また、作成したSSRマーカーの利用例としてイタリアン
ライグラス連鎖地図を作成し、その連鎖地図情報を利用して冠さぴ病抵抗性遺伝子の同定
と連鎖群を特定した。また特定した冠さぴ病抵抗性遺伝子は近傍マーカーを利用してマー
カー選抜を行い、冠さぴ病抵抗性品種を育成した。
  イタリアンライグラスのゲノムDNAの（CA)濃縮ライブラリーから1，544クローンの
塩基配列を決定し、357組み合わせのSSRマーカーを開発した。また、オーチャードグラ
スゲノムDNAの4つの濃縮ライブラリー（GA/TC、GA/TC、AAG/TTC、TAGA/T CTA)
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を 用い て各 1， 000クロ ーン（ 合計4，000ク ローン ）の塩基 配列か ら606組 み合わせ のSSRマ

ー カー を 開 発し た 。 ESTシ ー クエ ン ス情報か らは、 イタリア ンライ グラスに おいて54，81

1の ESTか ら 49プ ラ イ マ ー 組 み 合 わ せ の SSRマ ー カ ー を 、 ベ レニ ア ル ラ イグ ラ ス にお い

て 1， 661の ESTから 124プ ラ イ マー 組み 合わせ のSSRマ ーカーを 、ドク ムギにお いて6，336

の ESTか ら 46プ ラ イ マ ー 組 み 合 わ せ のSSRマー カ ー をそ れ ぞ れ開 発 し た 。本 研 究 で開 発

し た イ タ リ ア ン ラ イ グ ラ ス ゲ ノ ムDNA由来 の SSRマ ー カー は イ タリ ア ン ラ イグ ラ ス 、ペ

レ ニア ルラ イグラ ス、ハイ ブリッ ドライグ ラス、 トールフ ェスクの 品種識 別に利用 され、

オ ー チ ャ ー ド グ ラ ス の ゲ ノ ム DNA由 来 SSRマ ーカ ー は オー チ ャ ード グ ラ ス 品種 識 別 に利

用されている。

  既 に AFLPと RFLPマ ー カ ー で 高密 度 連 鎖地 図 が 作製 さ れ てい る 細 胞 質雄 性 不 稔の 解 析

集 団 （11S2x11F3の Fi集団 60個体 ） を 利用 し て two-way pseudo-testcross法 によ り 、 開

発 し た イ タ リ ア ン ラ イ グ ラ ス ゲ ノム DNA由 来 SSRマ ー カー を 用 いて 、 選 抜 した AFLPマ ー

カ ーと 全 て のRFLPマー カ ー を加 え て 遺伝 解 析 を行 い 連 鎖地 図 を構築 した。マ ッピン グ集

団 の 親で 多 型 が見 ら れ た 260組 み合 わ せ のSSRのう ち 、 218プ ライ マ ー 組 み合 わ せ が連 鎖

地 図 に座 乗 し 、こ の 連 鎖 群は 11S2お よ び11F3と も に 染色 体 数 と同 じ 7本 であ っ た 。11S2

の 連 鎖 地 図 は 887.8cM、 11F3の連 鎖 地 図は 795.8cM、 11S2と 11F3の 連 鎖地 図 を 合わ せ て

1683.6cMを 網 羅し た 。 この SSRマ ー カーに基 づく連 鎖地図は 供試個 体数が少 ないも のの、

選 抜 AFLPマ ー カ ー の 配 置 が 既 存 高 密 度連 鎖 地 図の AFLPの 位 置と 全 く 同 じで あ る こと か

ら 、信 頼 性 の高 い 連 鎖 地図 で あ ると 考 え られ た 。 また RFLPマ ーカー 情報から 国際コ ンソ

ー シ ア ム ILGI(International Loロ 珊 GenomeInitiative） の 連 鎖 群に 対 応 した 連 鎖 群

の 番号 を 付 けた こ と に より 、 今 後の マーカー 解析で 連鎖群の 情報を 持っこの SSRマー カー

はreferencemapとして役立っと思われる。

  イ タ リ アン ラ イ グ ラス に お いて 冠さ び病は重 要病害 のーっで あるこ とから、 開発し たS

SRマ ー カ ー に AFLPマ ー カ ー を 加 え て、 冠 さ び病 抵 抗 性遺 伝 子 の特 定 を 行 った 。 は るか

ぜ 32xワ セ ア オ バ 17の F1（ 151個体 ） を 解析 集 団 とし て 、 357組 み 合わ せ の SSRマ ーカ ー

と 1， 024組 み 合 わ せの AFLPマ ー カー について バルク 法を用い て多型 解析を行 った。 44のA

FLPマ ー カ ーと 11の SSRマ ーカ ー か らな る 連 鎖地 図 に 抵抗 性 遺 伝子 （ 血 A溜） が 座 乗し 、

主働遺伝子五m凡は4つのAFLPマーカー（atg．CtCt170，ata．cCCa200，aat．Cggg70，atg．cg

aa225） と0cMで 連鎖 し 、 SSRマ ーカ ー 11・ 03E307と12． 3cMで 連 鎖し た 。 厶zzA名の 近 傍

の AFLPマー カ ー か ら作 出 し たSTSマー カ ー のう ち STS‐ cccaは 、品種「 はるかぜ 」にお い

て 抵抗 性個 体のみ を選抜す ること ができ育 種を行 う際の選 抜マーカ ーとし て有用な マーカ

ーであった。

  特 定 し たイ タ リ ア ンラ イ グ ラス の冠 さぴ病抵 抗性遺 伝子ヱ施 A溜 は、畜産 草地研究 所に

お いて 特 定 され た 他 の 冠さ び 病 抵抗 性 遺 伝子 五 mn＆ 」 kA4と とも に育種に 用いた。 3種 類

の冠さ び病抵 抗性遺伝 子（」 己m朋 、ヱ面凡 ＆己mnののうち、五mA泌ヱ洫A召についてマーカ

ー選抜を行い、五斑A4は冠さび病の人工接種による選抜のみで育種を行った。育成方法はそれ

ぞれの 抵抗性 遺伝子を持っ個体に冠さび病感受性の耐倒伏性系統と2回交配し、2世代目で3つ

の遺伝子を集団内交雑する方法を用い、これにより3種の抵抗性遺伝子を保有する冠さび病抵抗

性や耐 倒伏性 などに優れる系統「JFIR．11」を育成し、「レジストR」として2010年に品種登

録 出願 され た。他 殖性植物 におい てMAS（ marker．assi8tedselection）によ り遺伝 子を集

積 し た 新 品 種 の 育 成 は ま だ 少 な く 、 マ ー カ ー 選 抜 育 種 の 一 例 と な っ た 。

  以 上 、 本研 究 に お いて 開 発 した SSRマーカー は連鎖 地図作製 や品種 識別に有 用であ り、

マ ーカ ーを 利用す ることに より効 率的に冠 さぴ病 抵抗性品 種を育成 するこ とができ た。今

後 、牧 草 に おい て い ろ いろ な 育 種目 標に関し てSSRマーカー を利用 した効率 的で迅速 な品

種の育成に利用できると期待される。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

牧草におけるSSRマーカーの開発およびイタリアンライグラス

    冠 さ び 病 抵 抗性に 関す るマ ーカー 選抜 育種

(Development of SSR markers in forage grasses and marker-assisted selection

                         for crown rust disease of Italian ryegrass)

  重要な牧草であるイタリアンライグラスとオーチャードグラスでは、連鎖地図作製

とマーカー選抜および品種識別の目的として、共優性マーカーで対立遺伝子数が多く

ゲノム全体を解析できるSSR  (simple sequence repeats)マーカーの開発が望まれてい

た。そこで本研究ではこの2草種を中心にゲノムDNAおよびEST(expressed sequence

tag)からSSRマーカーを開発した。また、開発したSSRマーカーの利用例としてイタ

リアンライグラスにおいて連鎖地図を作成して冠さび病抵抗性遺伝子の同定と連鎖

群を特定するとともに、冠さび病抵抗性遺伝子近傍マーカーを用いてマーカー選抜を

行 い 、 冠 さ び 病 抵 抗 性 を 示 す イ タ リ ア ン ラ イ グ ラ ス 品 種 を 育 成 し た 。

  イタ リアンライグラスのゲノムDNAの(CA)濃縮ライプラリーから357組み合わ

せのSSRマーカーを、また、オーチャードグラスのゲノムDNAの4つの濃縮ライプ
ラ リ ー (GAITC、 GA/TC、 AAG/TTC、 TAGA/TCTA)か ら 606組 み 合わ せ のSSRマ

ーカーをそれぞれ開発した。一方EST-SSRマーカーの開発として、54，811個のイタ

リアンライグラスESTから49組み合わせのSSRマーカーを、1，661個のべレニアル

ライ グラスESTから124組み合わせのSSRマーカーを、6，336個のドクムギESTか

ら46組み合わせのSSRマーカーをそれぞれ開発した。本研究で開発したイタリアン

ライグラスゲノムDNA由来のSSRマーカーはイタリアンライグラス、ベレニアルラ

イグラス、ハイブリッドライグラス、トールフェスクの品種識別に利用され、オーチ
ヤードグラスのゲノムDNA由来SSRマーカーはオーチャードグラス品種識別に利用

されている。

  AFLP  (amplified fragment length polymorphism)とRFLP (restriction frag1ニnent length

polymorphism)マーカーで高密度連鎖地図が既に作製されている解析集団(11S2x11F3

のFi集団60個体）を利用してtwo-way pseudo-testcross法により、本研究で開発した
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イタリアンライグラスゲノム由来SSRマーカーを用いて、一部のAFLPと全てのRFLP
マーカーを加えて遺伝解析を行い、新たな連鎖地図を構築した。集団の親で多型が見
られた260組み合わせのSSRマーカーのうち、218のSSRマーカーが連鎖地図に座
乗し、この連鎖群は11S2および11F3ともにイタリアンライグラス基本染色体数と同
じ7本であった。11S2は887.8cM、11F3は795.8cMの連鎖地図で、両親の連鎖地図
を合わせて1，683.6cMを網羅した。このSSRマーカーに基づく連鎖地図は、解析集団
の供試個体数が少ないものの、AFLPマーカーの配置が既存高密度連鎖地図のAFLP
の位置と全く同じであることから、信頼性は高いと考えられた。また、これらの座乗
しているSSRマーカーは、RFLPマーカー情報に基づき国際コンソーシアムILGI
(International Lolium Genome Initiative)に対応した連鎖群番号を付けることができた
ため、遺伝解析に有用であると考えられた。
  冠さび病はイタリアンライグラスの重要病害のーつであり、抵抗性遺伝子の特定を
行った。イタリアンライグラス解析集団［はるかぜ32Xワセアオバ17のFI（151個体）］
を供試して、357組み合わせのSSRマーカーと1，024組み合わせのAFLPマーカーを
用いてバルク法により多型解析を行った。44組み合わせのAFLPマーカーと11組み
合わせのSSRマーカーからなる連鎖地図に抵抗性遺伝子(LmPc2）が座乗し、ムや口
は4つのAFLPマーカー(atg.ctct170，ata.ccca200，aat.cggg70，atg.cgaa225)とOcMで連
鎖し、SSRマーカー11-03E307と12.3cMで連鎖した。Lm Pc2の近傍AFLPマーカー
から作出したSTSマーカーのうち、STS-cccaは品種「はるかぜ」において抵抗性個
体 の み を 選 抜 す る こ と が で き 、 選 抜 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ っ た 。
  実際の育種事業において、特定した冠さび病抵抗性遺伝子LmPc2に、他の冠さび
病抵抗性遺伝子LmPc3、LmPc4との集積を図った。3種類の抵抗性遺伝子のうち、
LmPc2とLmPc3についてはマーカーにより選抜し、LmPc4は人工接種のみで選抜し
た。育種方法はそれぞれの抵抗性遺伝子を持つ個体に冠さび病感受性の耐倒伏性系統
と2回交配した。選抜2世代目で3つの遺伝子を有する個体を集団内交雑することに
より、3種の抵抗性遺伝子を保有し冠さび病抵抗性を示すとともに耐倒伏性や収量性
などに優れる系統「JFIR-11」を育成した。イタリアンライグラス品種「レジストR_I
として2010年に品種登録出願した。他殖性植物ではMAS (markerIassistedselec虹on）
により遺伝子を集積した品種の育成はまだ少なく、マーカー選抜育種の一例となった。
  以上、本研究において開発したSSRマーカーは連鎖地図作製や品種識別に有用で
あり、マーカーを利用することにより冠さび病抵抗性を示す実用品種を効率的に育成
することができた。今後、いろいろな育種場面で、これらのSSRマーカーを利用し
て効率的に品種が育成されることが期待される。
  よって，申請者は博士（環境科学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと
判定した。
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