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緒言

メンデjレの遺伝の法則は優劣の法則，分離の法則，独立の法則からなる.

このうち，独立の法則についての例外が連鎖と呼ばれる現象である.これは

遺伝子が染色体上で線状に配列していることによるもので，逆に，遺伝子間

の連鎖を見出すことによって，遺伝子を線状に配列した地図を作成すること

ができる.これを連鎖分析という. 1900年にメンデルの法則が再発見されて

以来，イネにおいても連鎖分析が行なわれるようになり， 1963年にはNagao

and Takahashiが主に形態形質 着色形質，生理形質を標識遺伝子として，イ

ネ(2n=24)に期待される 12の連鎖群を試作した.その後，この12の連鎖群と染

色体との対応関係を決定するために，相互転座やトリソミックスを用いた分

析が行なわれるようになり，連鎖、群の改廃や新連鎖群の発見がなされ，現在，

イネの12の染色体にそれぞれ対応する連鎖群または標識遺伝子群が明らかに

されている(総説 Iwata1986). 

一方，近年の分子生物学的手法の進歩により， DNAの多型を容易にかつ多

数検出することが可能になった.このDNA多型は RFLP(Res triction Fragmen t 

Length Polymorphism)と呼ばれ，なかでも，核DNAのRFLPはメンデルの法則

に従って遺伝するので，標識遺伝子と同じように，連鎖分析のマーカーとし

て利用できる.

RFLPを連鎖、分析のマーカーに利用する場合，従来の標識遺伝子と比較する

と，次のような特徴がある.まず，標識遺伝子よりも容易に多数のマーカー

が得られる.次に 標識遺伝子は一般に完全劣性であるものが多く， F2でヘ

テロ型の遺伝子型を判別できるものは少ないが RFLPマーカーは，大部分の

ものが共優性を示すので F2でヘテロの遺伝子型を判別でき，精度の高い組

換価が算出できる.さらに 標識遺伝子の場合 形質が脹乳や幼苗で発現す

るものから成熟個体に達しないと発現しないものまであり，評価すべき時期



が限られているものが多い.また，表現型が生育環境の影響を受け，形質が

正確に評価できなくなる可能性がある.一方， RFLPマーカーは， DNAの塩基

配列の違いを認識するものなので， DNAさえ得られれば，どの生育段階にお

いても評価が可能である.また，生育環境に左右されずに，正確に遺伝子型

を把握できる.

このような特徴をもっRFLPは，充実した連鎖、地図を作成するのに適してい

ると考えられる.既に，いくつかの植物種において， RFLPを利用した連鎖地

図が作成され，育種学的，遺伝学的あるいは分類学的な応用が期待されてい

る(総説 Tanksleyet al. 1989). イネにおいてもMcCouchet al. (1988)， Saito et 

al.(1991)， Causse et al. (1994)およびKurataet al.(1994)がそれぞれRFLPを利

用した連鎖地図を作成している.

今後，連鎖地図を基盤とした遺伝・育種学的な研究を進めるに当たっては，

形態、形質などをマーカーとした従来の連鎖地図と RFLPをマーカーとした

RFLP連鎖地図との両方の情報を利用することが望まれる.それには，従来の

連鎖地 ~(Classical linkage map)とRFLP連鎖地図(RFLPlinkage map)とを統合

した連鎖、地図，すなわち，統合連鎖、地図(Integratedlinkage map)の作成が必要

である.既に，シロイヌナズナでは125の標識遺伝子と 350のRFLPマーカーと

から成る統合連鎖地図が作成されている(Haugeet al. 1993). また， トマトに

おいては染色体l(Balint-Kurtiet al. 1995)および、染色体6(Weideet al. 1993)に

ついて統合連鎖、地図が作成され，従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図との比較が

行なわれた.イネにおいても， Kishimoto et al. (1992)やYuet al. (1995)はい

くつかの標識遺伝子とRFLPマーカーとの対応づけを行ない，また， Abenes et 

al. (1994)は染色体11について，従来の連鎖地図とRFLP連鎖、地図との方向づけ

を行なっている.さらに， C a u s s e e t al. (1 994 )は様々な連鎖分析の結果に基づ

き，従来の連鎖、地図とRFLP連鎖、地図との対応、づけを試みた. しかし，イネに

おいては，全染色体にわたっての従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図との統合は
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まだなされていない.今後，従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図とが統合されて

充実した連鎖地図が作成されれば，イネの遺伝・育種学の基礎的，応用的研

究に資するところは大であると考えられる.

そこで，本研究では，まず，農林水産省と九州大学農学部育種学教室との

共同研究によるRFLP連鎖地図を完成させるために， トリソミックスを利用し

て， RFLP連鎖群とイネの12の染色体との対応づけを行なった.ついで，標識

遺伝子とRFLPマーカーとの連鎖分析を行ない，従来の連鎖地図と RFLP連鎖

地図との統合を試みた.

なお，本論文中では，従来の連鎖地図とは九州大学農学部育種学教室で作

成されてきたイネの連鎖地図(Iwata et al. 1984， 1989a， 1989b) (Appendix 1 

参照)を指し， RFLP連鎖地図とは Saito et al. (1991) (Appendix 2参照)の

RFLP連鎖地図を指すこととする.また， S ai to e t al. (199 1 )のDNAクローンは

番号にNpbを付して表し，そのクローンに由来する連鎖地図上の座位あるいは

マーカーは番号にXNpbを付して表した.同ーのクローンに由来する複数の座

位あるいはマーカーは枝番号で示した.例えば，XNpb68・1(染色体8)と

XNpb68・2(染色体6)とはともにNpb68に由来する.さらに，染色体1，3， 4， 

5， 8， 9および12については，川崎ら(1991)および野々村ら (1994および未発

表)が染色体腕と連鎖、群との対応関係が明らかにしているので，短腕側が左側

もしくは上側になるように連鎖地図の作図を行なった.
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第1章 トリソミックスを利用したRFLPクローンの座乗染色体決定ならびに

RFLP分析による異数体の染色体構造の推定

正常植物に比べ染色体を 1本過剰にもつ植物をトリソミックスという.イネ

(2n=24)においても 12種類のトリソミックスのシリーズが作出されている

(Iwata and Omura 1984). トリソミックスを利用して行なう遺伝分析をトリソ

ミック分析という.従来，主として標識遺伝子について， トリソミックスと

の交雑後代における分離の様式から，その座釆染色体を同定する分析が行な

われてきた.現在，イネの12の染色体のそれぞれに対応する連鎖群または標

識遺伝子群が明らかにされているが， トリソミック分析がイネの連鎖地図作

成に果たした役割は大きい(総説 Iwata1986). 

さらに近年， トリソミックスはRFLPクローンの座乗染色体を決定すること

にも使われるようになった. S ai to e t al. (1 991 )は， トリソミックスの交雑後代

におけるRFLPマーカーの分離比がダイソミックスの交雑後代における分離比

と異なることを利用して RFLPクローン4個の座釆染色体を決定した.また，

Y 0 u n g e t al. ( 1 9 87 )はトマトで， McCouch et al.(1988)ならびにSaito et al. 

(1991)はイネで，それぞれトリソミックスの遺伝子量効果を利用して， RFLP 

クローンの座乗染色体を決定した.

また，一旦， RFLP連鎖地図が構築されれば， RFLPマーカーを使って染色

体の重複・欠失を遺伝子量効果により検出し 二次トリソミックス，三次ト

リソミックス あるいは アクロトリソミックスなどの異数体の染色体構造

を推定することも可能である.

本研究では， トリソミックスの遺伝子量効果を利用 して，いくつかのRFLP

クローンの座乗染色体を決定した.また RFLP連鎖地図上に位置づけら れた

RFLPマーカーを利用して 若干の異数体で遺伝子量効果を検出し，その過剰

染色体の染色体構造を推定した.本章では これらの結果につ いて述べる .
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第1節 トリソミックスを利用 したRFLPクロー ンの座乗染色体決定

S ai to e t al. ( 1991 )はイネのRFLP連鎖群作成の際，まず，イネに期待される

12の連鎖群を試作した.そのうちの6群は， RFLPマーカーと座乗染色体既知

の標識遺伝子やアイソザイムマーカーとの連鎖を指標にして，対応する染色

体が決定された(Kishimotoet al. 1989)が，残りの6群は染色体との対応関係が

不明であった.そこで，本研究では， トリソミックスの遺伝子量効果を利用

して， RFLP連鎖群と染色体との対応関係を調査した.

第1項 目印交雑トリソミックFlを利用したRFLPクローンの座乗染色体決定

McCouch et al.(1988)は，イネのRFLP連鎖、地図作成の際，インド型イネの

トリソミックスにジャワ型イネを交配して得たトリソミックFlの遺伝子量効

果を利用して， RFLP連鎖群と染色体とを対応づけた.本実験でもこれに準じ

た分析を行なった.

材料および方法

(1)供試イネ

日本型品種目本晴由来のトリソミック・シリーズ(Iwataand Omura 1984)に

インド型品種IR24を交配して得られたトリソミックFlのシリーズを用いた.

また，インド型品種IR24のトリソミックス(小川ら 未発表)に日本型品種トヨ

ニシキを交配して得られた9型のトリソミックFlも用いた.この9型のトリソ

ミックFlはそれぞれ染色体1，5， 6， 7， 8， 9， 10， 11および12を過剰染色体

とするものであった.

5 



(2)DNAクローン

Saito et aI. (1991)がRFLP連鎖地図作成に用いたクローンの中か ら， 日本晴

とIR24との間，または， IR24とトヨニシキとの間で適当な多型を示したもの

を56個選んで用いた.さらに， RFLP連鎖地図に位置づけられていない若干の

クローン(斎藤ら未発表)も用いた.これらはクローンの番号にNpbを付して

表した.また，インド型品種IR24のゲノムDNAに由来する新たなクローン(吉

村ら未発表) についてもいくつかを本実験に供した.これらはクローンの番

号にKyを付した.以上を一括してTable1・1・1に示した.

(3)サザンハイプリダイゼーション

供試イネからのDNA抽出は， CTAB(臭化セチルトリメチルアンモニウム)を

利用した方法(Murrayand Thompson 1980， Rogers and Bendich 1988)に準じ

て行なった.抽出したDNAは， 9種類の制限酵素BamHI， BglII， DraI， EcoRI， 

EcoRV， HindIII， SacI， ScaIおよびXbaIのいずれかによって消化した後，各

レーン2μgずつ0.8%アガロースゲル電気泳動にかけ，ナイロンメンプランに

固定した.プレハイブリダイゼーション処理には4XSSPE，l%SDS， 0.5%ス

キムミルク， 0.5mg/ml Herring DN A， 50%ホルムアミドを含む緩衝液を用い

た.処理温度は42oC，処理時間は2時間ないし一晩とした.プレハイブリダイ

ゼーション後1 ランダムプライマ一法(Feinberg and Vogelstein 1983)により

32p-dCTPで標識したDNAクローンをプロープとして，ハイブリダイゼーショ

ン処理を行なった.処理温度は42
0

C，処理時間は6時間ないし一晩とした.ハ

イプリダイゼーション後の洗浄は， 42
0

Cの0.2%SDSを含む 6X SSCで30分2回，

0.2%SDSを含む 2XSSCで60分1回とした.ただし，オートラジオグラム上で

のシグナルの弱いプロープを用いた場合には， O.2%SDSを含む2X SSCでの洗

浄を省い た.また，逆に，シグナルの強いプロープを用 いた場合に は，0.20/0 
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Tab1e 1-1-1. Chromosoma1 assignment of RFLP c10nes by 
七risomicgene dosage ana1ysis 

Chromosome RFLP c10ne (Npb) 1) 

l 54 96 130 147 252 314 802) Ky33) 

2 42 58 223 227 250 349 

3 48 51 173 249 392 

4 114 120 203 311 722) Ky43) 

5 105 139 292 297 

6 12 135 172 209 342 832) Kyl13) 

7 20 22 117 338 502) 

8 126 278 397 398 684) 

9 13 36 47 108 Ky73) 

10 37 127 291 333 685) 896) 

11 44 52 78 183 189 

12 88 124 148 193 336 

1) RFLP c10nes mapped on the RFLP 1 inkage map (Sai to et al. 

1991) . 

2) Unmapped clone (Saito et al . unpublished). 

3) New c10ne (Yoshimura et al. unpub1ished). 
4) By dosage analysis in Nipponbare hybrid trisomics alone. 
5) By dosage analysis in工R24hybrid trisomics alone. 
6) 工ndicaalle1e of 工R24hybrid七risomicsfor chromosome 10 

was missing probab1y due to de1E~tion of a DNA segment. 
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SDSを含む2XSSCで30分2回および60分l回の洗浄を行なった.洗浄後のナイ

ロンメンプランはオートラジオグラム用のカセットに増感紙， X線フィルムと

ともに装填し， -80tで3日ないしはし 2週間感光させてオートラジオグラム

をとった.

(4)遺伝子量効果の検出

日本型品種目本晴由来のトリソミックスにインド型品種IR24を交配して得

られたトリソミックFlの場合，過剰染色体部分では， 日本晴由来のDNAと

IR24由来のDNAとが2:1の割合で存在する.従って，その過剰染色体に座乗す

るRFLPクローンを用いてサザンハイブリダイゼーションを行なうと，オート

ラジオグラム上の日本晴型のバンドとIR24型のバンドとのシグナル量の比が

2: 1になると期待される.一方， RFLPクローンが過剰染色体に座乗しないと

きに期待される日本晴型のバンドとIR24型のバンドとのシグナル量の比は1:1 

である.そこで，この日本晴型のバンドのシグナル量の相対的な差をオート

ラジオグラム上に見出すことにより， RFLPクローンの座乗染色体を決定した.

インド型品種IR24のトリソミックスに日本型品種トヨニシキを交配して得た

トリソミックFlを用いた場合も同様にした.

結果および考察

本研究で用いたDNAクローンは，主として， Saito et al. (1991)がインド型

品種Kasalathと日本型標識遺伝子系統FL134との聞にRFLPを見出して連鎖、地

図作成に利用したものである.本研究では，インド型品種にIR24を用い，ま

た，日本型イネには様々の品種および系統を用いたので，実験に先立って，

日本型品種目本晴とインド型品種IR24との聞のRFLPの検出を行なった.

S aito et al. (1991)のクローンのうち， 172個を供試したところ， 147個につい
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ては日本晴と IR24との問でも多型が見出されたが，残り 25個では見出されな

かった.本項では， RFLPの見出された147個のクローンの中から，主として，

シングルコピーのものを56個選んで用いた.

本項の結果の一例をFig. 1・1・1に示した.これは日本晴， IR24，ダイソミツ

クFl，および，日本晴のトリソミックスに IR24を交配して得られた12型のト

リソミツク FlのDNAを制限酵素EcoRVで消化して各レーンに配し， RFLPクロ

ーンNpb126をプロープとしてハイブリダイズさせて得られたオートラジオグ

ラムである.本例では，染色体8を過剰染色体とするトリソミック Flのレーン

において，日本晴型のバンドのシグナルの量がIR24型に比べて増加していた.

よって， RFLPクローンNpb126は染色体8に座乗すると同定された.同様にし

て，各染色体ごとに4個から 6個，合計56個のRFLPクローンについて座乗染色

体を同定した.結果はFig.1・1-2にまとめて示した.

本実験により，染色体1，5， 7， 8， 9， 10に対応するRFLP連鎖群が新たに

判明した.また，標識遺伝子等を指標にして，対応する染色体が決定または

推定されていたRFLP連鎖、群についても，その結果を再確認することができた.

以上の結果により，イネの12の染色体のそれぞれに対応する連鎖群がすべて

明らかになった.さらに， RFLP連鎖地図上に位置づけられていないNpb50，

Npb72， Npb80， Npb83， Ky3， Ky4， Ky7およびKy11の合計8個のクローン

についても座乗染色体をそれぞれ推定することができた.

本実験の目的は， K i s h i m 0 t 0 e t al. ( 1 9 8 9 )の試作した 12のRFLP連鎖群とイ

ネの12の染色体との対応関係を明らかにすることであった.これら 12のRFLP

連鎖、群のうち， 6群については 座乗染色体既知の標識遺伝子やアイソザイム

マーカーを指標にして，染色体2，3，4，6，11， 12との対応関係が決定され

ていた(Fig.1・1・2参照)が，本実験の結果，染色体4の連鎖群は染色体7の連鎖

群と誤り結ばれて 1連鎖群を形成していたことが明らかになった. また，染

色体との対応関係の決定されていなかった6群のうち， 5群は本実験でそれぞ

9 
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れ染色体1，5， 8， 9， 10に対応づけられたが，残りの1群は染色体4に対応す

ることが分かった.従って，染色体4には独立の2RFLP連鎖群が対応していた

ことが判明した.さらに，染色体7については， Saito et al. (1991)の連鎖群と

は独立に，XNpb50-XNpb178なる連鎖群(斎藤ら未発表)が見出された.以

上のことから， RFLP連鎖地図は多数のマーカーを有するものの，連鎖関係の

みに依存した連鎖群の形成には限界があること，また， RFLP連鎖地図にまだ

拡充の余地のあることが推察された.

近年，イネにおいても組換自殖系の集団によるRFLP連鎖地図が整備され

(Tsunematsu et al. 1993， Xiao et al. 1995)，新たなRFLPクローンの座位を決

定することも容易になった. しかし， RFLP連鎖地図がイネのゲノム全領域に

対応できているかどうかはまだ明らかでないので，既存の連鎖地図に位置づ

けられているRFLPクローンとの聞に連鎖の検出されないRFLPクローンの見

出される可能性はまだ残されている.このようなRFLPクローンの座乗染色体

を決定するのに，本項で述べた，遠縁交雑によるトリソミックFlの遺伝子量

効果を利用した方法は有用であると考えられる.

なお，日本型品種目本晴のトリソミック・シリーズにインド型品種IR24を

交配して作出したトリソミックFlのシリーズは いずれも日本晴のトリソミ

ックスよりも生育旺盛で， DNA抽出用の成葉の採取は容易であった. これは

遠縁交雑後代に見られる雑種強勢であると考えられた.また，過剰染色体の

種類による植物体の形態的特徴は 概ね日本晴のトリソミックスのシリーズ

に一致したので，分離集団からのトリソミックスの選抜はこれによった.過

剰染色体の種類によるトリソミックスの形態的特徴は，日印交雑によっても，

基本的には変化しないと考えられた.

本研究では，日本型品種日本晴のトリソミックスにインド型品種IR24を交

配して得られたトリソミックFlのシリーズとともに インド型品種IR24のト

リソミックスに日本型品種トヨニシキを交配して得られた9型のトリソミック
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Flを利用した. これら両方のトリソミック Flを用いて座乗染色体の決定を行

なった際に，いくつかのRFLPクローンについては，以下に述べるような相違

が見出された.

染色体1では， Npb96， Npb252， Npb147およびNpb54の4クローンについて，

日本型品種目本晴のトリソミックスにインド型品種IR24を交配して得られた

トリソミツクFlのシリーズ，ならびに，インド型品種IR24のトリソミックス

に日本型品種トヨニシキを交配して得られた9型のトリソミックFlの両方を用

いて，座乗染色体の決定を行なった.日本晴のトリソミックスにIR24を交雑

して得られたトリソミックFlを用いた場合には 4クローンともに，染色体1

に関して遺伝子量効果が検出されたが， IR24のトリソミックスにトヨニシキ

を交雑して得られたトリソミックFlを用いたときには， Npb96とNpb252とで

遺伝子量効果が検出されなかった.これはIR24の染色体1のトリソミックスの

過剰染色体に欠失が起こっているためであると考えた.

染色体11では， Np b78および、Npb44について， IR24のトリソミックスにト

ヨニシキを交雑して得られたトリソミックFlを3個体用いて遺伝子量効果の検

出を行なったが，この中の1個体は， Npb44をプローブとした場合に，遺伝子

量効果が検出されなかった.これはIR24の染色体11に関するトリソミックス

に欠失のある過剰染色体を有するものが存在するためであると考えられた.

また， Np b68については，日本晴のトリソミックス由来のトリソミックFl

を用いた場合は染色体8に， IR24のトリソミックス由来のトリソミック Flを用

いた場合は染色体10に，それぞれ遺伝子量効果が検出された. IR24の染色体8

に関するトリソミックスの過剰染色体に欠失があり，その一方で，染色体10

に関するトリソミックスの過剰染色体に染色体8の一部が転座していたとすれ

ば，このような結果の得られる可能性がある.

さらに， IR24の染色体10に関す るトリソミックス 由来のトリソミック Flは，

染色体10に座乗するNpb89をプロ ーブとした場合に， IR24型のバンドがオー

13 



トラジオグラム上に現れなかった.これは，染色体10に関する IR24のトリソ

ミックスの染色体から， Npb89に相当する DNA配列が欠失しているためであ

ると考えられた.

第2項 RFLPを示さないDNAクローンの座乗染色体決定

Young et al. (1987)はトマトのRFLP連鎖地図を作成するためのDNAクロー

ンの座乗染色体を純系のトリソミックスを用いて決定した.その際， トリソ

ミックスの遺伝子量効果を検出するために，以下のような方法をとっている.

すなわち，別の染色体に座乗し，かつ，オートラジオグラム上でのバンドの

位置の異なるクローンを数個，同時にサザンハイブリダイゼーションに供し，

あるDNAクローンに由来するバンドのシグナル量の変化を，別のDNAクロー

ンに由来するバンドのシグナル量を指標にして見出す方法である.本項では，

この方法に準じ，前項で述べたトリソミックスFlの両親である日本型品種目

本晴あるいはトヨニシキとインド型品種IR24との間で多型を示さないDNAク

ローンについて，座乗染色体の決定を行なった.

材料および方法

(1)供試イネ

インド型品種IR24のトリソミックス(小川ら 未発表)に日本型品種トヨニシ

キを交配して得られた9型のトリソミック Flを用いた.この9型のトリソミッ

夕刊はそれぞれ染色体1，S， 6， 7， 8， 9， 10， 11および12を過剰染色体とす

るものであった.
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(2)DNAクローン

IR24とトヨニシキとの問でRFLPの手会出されなかったクローンあるいは制限

酵素とクローンとの組合せを利用した.いずれも，オートラジオグラム上の

バンドの位置が互いに重ならないようにクローンを2個選択し， これを混合し

て標識し，サザンハイプリダイゼーションに供した.

(3)サザンハイブリダイゼーションは前項に準じた.

(4)遺伝子量効果の検出

イネは二倍体であるので，あるDNAクローンに相当するDNA量を2とすると，

トリソミックスの過剰染色体に座乗するDNAクローンに相当するDNA量は3で

ある.従って， トリソミックスより DNAを抽出し， DNAクローンをプローブ

としてサザンハイブリダイゼーションを行なった場合，そのDNAクローンが

過剰染色体に座乗するならば オートラジオグラム上に期待されるバンドの

シグナル量は3 座乗しないならば2である.そこで，オートラジオグラム上

で，選択した2個のDNAクローンに由来する2種類のバンドのシグナル量を同

一レーン内で相互に比較し，バンドのシグナル量の相対的な差を見出すこと

により， トリソミックスの過剰染色体に起因する遺伝子量効果を検出した.

結果および考察

本項の結果の一例をFig.1・1-3に示した.これはIR24， トヨニシキ，および，

IR24のトリソミックスにトヨニシキを交配して得た9型のトリソミック Flの

DNAを制限酵素HindIIIで消化して各レーンに配し， DNAクローンNpb25(上)

とNpb27(下)とを併せてプロープとして，ハイブリダイズさせて得られたオー

トラジオグラムである.本例では， Npb25とNpb27とのバンドのシグナル量の

15 
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比をレーンごとに比較すると，染色体5を過剰染色体とするトリソミック Flの

レーンにおいて， Np b25のバンドのシグナル量に増加が認められた.よって，

Npb25は染色体5に座乗することが判明した.また， Npb27は染色体6を過剰

染色体とするトリソミツク Flのレーンにシグナル量の増加が認められ，染色

体6に座乗することが判った.同様にして， Npb121およびNpb88も，それぞ

れ染色体lおよび染色体12に座乗することが確認された(Table1-1・2). 

これまで，イネのRFLP連鎖地図作成に当たっては， RFLPを検出しやすい

ように日印交雑の後代を用いているが，それでも，ゲノミックライブラリー

から選抜したクローンの中には， RFLPの検出されないものが多く含まれる.

Yano et al. (1990)は，Pst 1ゲノミックライブラリーから選抜したクローンに

ついて，日本型標識遺伝子系統FL134およびインド型品種KasalathのDNAと4

種類の制限酵素との組合せでRFLPの検出を行なった結果，オートラジオグラ

ム上にバンドの現れる472クローンの内， 210クローンがRFLPを示さなかった

と報告している.現在のところ，このようなクローンは連鎖地図作成に用い

ることができないが，近年，栽培稲と野生稲との交雑後代を用いたRFLP連鎖

地図(Huangand Kochert 1994， Jena et al. 1994， Causse et al. 1994)が作成さ

れているように，連鎖地図作成の材料も多様化しているので，今後，日印間

でRFLPの見られないクローンでも 栽培稲と野生稲とでは新たにRFLPが見

出され，連鎖、地図作成のマーカーたり得ることも考えられる.このような場

合には?本項で述べた方法でクローンの座乗染色体を決定することが有効で

ある.なお，異数性半数体やテトラソミックス等の遺伝子量効果の大きい異

数体を利用すれば RFLPを示さないクローンの座釆染色体を更に簡明に決定

することができる(Wan g e t al. 1995). また， RFLPが不安であるので，純系の

異数体において遺伝子量効果を検出し その染色体の重複・欠失を推定する

際にも，この方法は有効であると考えられる.
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第2節 RFLPを利用した異数体の染色体構造の推定

第1節では， トリソミックスの遺伝子量効果を利用してRFLPクロ ーン の座

乗染色体を決定し， RFLP連鎖群と染色体との対応関係を明らかにしたが， 一

旦， RFLP連鎖地図が構築されれば，逆に， RFLPマーカーを使って染色体の

重複・欠失を遺伝子量効果により検出し，異数体や染色体構造変異体の染色

体構造を推定することも可能であると考えられる.本節では，若干の異数体

について， RFLPを利用した分析を行なったので，それについて述べる.なお，

本節では，二次トリソミックス等，他の種類のトリソミックスとの区別を明

確にするために，これまで単にトリソミックスと称してきたものについて，

一次トリソミックスの語を用いることにする.

第1項 一次トリソミックスの交雑後代に出現した二次トリソミックス様植物

について

染色体8を過剰染色体とする日本型品種日本晴の一次トリソミックスにイン

ド型品種IR24を交配して得られたFl個体群の中に，染色体8の一次トリソミッ

クFlとは形態、のやや異なる変異体が1個体出現した.一次トリソミック Flに比

べ草丈は低く，穂、は小さく，粒はやや小さく，全体的に見てやや小型であっ

た.また，葉の捲き方の程度がやや大きく 種子稔性は一次トリソミックFl

が約38%であったのに対し，変異体は約6%であった.そこで この変異体に

ついて，減数分裂第一中期における染色体観察を行なうとともに， RFLP分析

を行なって遺伝子量効果を検出し，通常の一次トリソミック Flと比較 した.
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材料および方法

(1)供試イネ

染色体8を過剰染色体とする日本型品種目本晴の一次トリソミックスにイン

ド型品種1R24を交配して得られたFlに出現した変異体，および，同交配で得

られた一次トリソミックFlを供試した.

(2)DNAクローン

Saito et al. (1991)のRFLP連鎖地図で染色体8の連鎖群に所属するRFLPクロ

ーンを 12個用いた.配列)1¥買にこれを示すと， Npb278， Npb68， Npb330， 

Npb38， Npb41， Npb104， Npb369， Npb398， Npb126， Npb187， Npb56お

よび、Npb397である.

(3)サザンハイブリダイゼーション， (4)遺伝子量効果の検出は本章第1節第1項

に準じた.

(5)染色体観察

アセトカーミン押し潰し法によった.

結果および考察

まず，今回出現した変異体，および，染色体8を過剰染色体とする 一次 トリ

ソミッ夕刊の減数第一分裂中期における染色体観察を行なった.その結果は

Table 1-2-1 にまとめた.変異体は染色体数が25であったので トリソミック

スの一種であると考えられた.また，染色体8を過剰染色体とする 一次トリソ

ミックFlと同じく， llII+1111，および， 1211+11の二通りの接合像が観察され
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Table 1-2-1. Chromosomal configuration a七 me七aphase 1 in七hehybrid primary 

七risomics for chromosome 8 and a related varian七 a secondary-

trisomic like plan七

Chromosome conf工gurationa七 mataphase 1 Number of cells 

1111 + 1111 1211 + 11 observed 

Primary trisomics 27 (52宅) 25 (48毛) 52 

Varian七 13 (32毛) 28 (68宅) 41 



たが，その頻度には違いが見られた.すなわち，一次トリソミック Flでは

1111+1111が52%，1211+11が48%であったが，変異体ではそれぞれ320/0，68% 

であって，三価染色体の形成頻度が低く，一価染色体の形成頻度が高くなっ

ていた.このことから，今回出現した変異体では，過剰染色体の構造に何ら

かの変化の生じていることが推察された.

次に，この変異体についてRFLP分析を行なった.結果は Fig.1-2-1にまと

めて示した.右側に示したオートラジオグラムは，日本晴， IR24，ダイソミ

ツクFl，染色体8に関する一次トリソミッ夕刊ならびに今回出現した変異体を

各レーンに配し， RFLPクローン Npb369およびNpb398をプローブとして得た

サザンハイプリダイゼーションの結果である.

Npb369をプロープとした場合，一次トリソミックFlのレーンでは日本晴型

のバンドのシグナル量に増加が認められたが，変異体のレーンでは，日本晴

型のバンドのシグナル量が，一次トリソミックFlに期待されるシグナル量よ

りも，著しく増加していた.これと同様の結果が]~pb278 ， Npb68， Npb330， 

Npb38， Npb41およびNpb104についても得られた.

一方， Npb398をプロープとした場合，一次トリソミックFlのレーンでは

Npb369の場合と同じく，日本晴型のバンドのシグナル量に増加が認められた

が，変異体のレーンではこのようなシグナル量の変化は認められず，ダイソ

ミック Flと同じ結果であった.これと同様の結果がNpb126，Npb187， 

Npb56および、Npb397についてもf尋られた.

以上の結果から，今回出現した変異体の過剰染色体には，重複と欠失とが

存在すると考えられた.これを RFLP連鎖地図上で表すと，重複部分は

XNpb278-XNpb68・l-XNpb330-XNpb38-XNpb41-XNpbl04-

X Npb369の領域であり，欠失部分はXNpb398-XNpb126-XNpb187-

X Npb56 -X Npb397の領域である.よってこの変異体は，染色体8に関する同

腕染色体を過剰染色体とする二次トリソミックス様植物であると考えられた.
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今回出現した染色体8に関する二次トリソミックス様植物は，同染色体に関

する日本型品種日本晴の一次トリソミックスにインド型品種IR24を交配して

得られたFlに偶発したものであった.その後，同様の交配を行なって反覆実

験を試みたところ， 116個体のFlの中に同様の変異体が1個体出現した.これ

のRFLP分析を行なったところ，染色体8に関する二次トリソミックス様植物

に一致する結果が得られた.このことから，染色体8に関する二次トリソミッ

クス様植物は，同染色体に関する一次トリソミックスの後代に，一定の割合

で出現する可能性のあることが考えられた.

Belling and Blakeslee (1924)は，シロパナヨウシュチョウセンアサガオにお

いて，一次トリソミックスの後代より二次トリソミックスを得ているので，

今回出現した二次トリソミックス様植物が二次トリソミックスである可能性

は高い.二次トリソミックスには特異的な染色体対合像が知られている(

Khush 1973 )ので，今回出現した二次トリソミックス様植物が二次トリソミ

ックスであることを確認するためには，今後，染色体対合像の観察が必要で

ある.

第2項 染色体11に関する4型のトリソミックスのRFLP分析

1 w a t a e t al. ( 1 97 0 )は，日本型イネを用いて，同質三倍体ならびに相互転座

ヘテロ個体の後代より，イネに期待される 12型のトリソミックスを成熟期の

形態的特徴によって分離・同定し，それぞれにアルフアベットの一文字を冠

してA---L型と名づけた. しかし，その後， Kurata et al. (1981)はこれらのト

リソミックスの過剰染色体の同定を行ない， G型 1型 J型およびK型の4型

が，いずれも染色体11を過剰染色体としていることを見出した. しかし，同

ーの染色体を過剰に有しながら形態的特徴が異なる理由については不明であ

った.そこで，本実験ではこれら4型のトリソミックスについてRFLP分析を
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行ない，遺伝子量効果を検出することによって過剰染色体の構造を調査した.

ここで， 1 w a t a e t al. ( 1 970)の記載に従って， 0型， 1型， J型およびK型の4型

のトリソミックスの形態的特徴を述べれば，以下のようである.

G型:やや濃緑葉，出穂、晩，籾やや粗剛，輝黄色粒，脱粒易 高稔性でダ

イソミックスからの判別困難.

I型:草丈低，出穂晩.

J型:やや細稗，黄褐着色稗，出穂後葉身に褐斑を生ずる.

K型:草型ほぼ正常でダイソミックスからの判別困難，出穂、やや晩.

材料および、方法

(1)供試イネ

日本型品種愛国の同質三倍体に由来する G型'. 1型 J型およびK型の4型

のトリソミックスにインド型品種IR24を交配して得られたそれぞれの型のト

リソミックFlを供試した.

(2)DNAクローン

S ai to e t al. ( 1991 )のRFLP連鎖地図で染色体11の連鎖群に所属するRFLPク

ローンのうち，愛国とIR24との間で適当な多型を示した10個を用いた.連鎖

地図での配列順にこれを示すとNpb389，Npb78， Npb85， gmZ410， Npb202， 

Npb44， Npb183， Npb205， Npb189およびNpb52であった.

(3)サザンハイブリダイゼーションは第1章に， (4)遺伝子量効果の検出は本章

第1節第1項に準じた.
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結果および考察

愛国， IR24，ダイソミック Flおよび2個体ずつのG型 1型 J型， K型の各

トリソミツク Flを各レーンに配し， RFLPクローンNpb78，Npb202および

Npb44をハイブリダイズして得た結果を Fig. 1-2-2に示した.以下，クローン

毎に結果を述べる.

(l)Npb78 

G型のレーンでは，一次トリソミックスに期待される遺伝子量効果が検出さ

れたが， 1型およびK型では検出されなかった.さらに， J型では一次トリソミ

ックスに期待されるよりも過剰な遺伝子量効果が検出された. Npb389， 

Npb85および、gmZ410でも同様の結果が得られた.

(2)Npb202 

G型のレーンでは，一次トリソミックスに期待される遺伝子量効果が検出さ

れたが，残りのI型 J型およびK型では検出されなかった. Np b202以外に同

様の結果の得られたクローンはなかった.

(3)Npb44 

G型， 1型およびK型のレーンでは，一次トリソミックスに期待される遺伝

子量効果が検出されたが， J型では検出されなかった. Npb183， Npb205， 

Npb189および、Npb52でも同様の結果が得られた.

以上の結果をまとめると以下のようになる(Fig.1-2-2). G型は供試したクロ

ーンすべてで，一次トリソミックスに期待される遺伝子量効果が検出された.

よって， G型は染色体11に関する一次トリソミックスであると考えられた. 1 
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型およびK型は，ともに ，XNpb44-XNpb183-XNpb205-XNpb189-

XNpb52の領域で，一次トリソミックスに期待される遺伝子量効果が検出され

たが，XNpb389-XNpb78-XNpb85・2-gmZ410-XNpb202の領域ではダイ

ソミツクFlと同様の結果であった. よって 1型およびK型は， ともに，過剰

染色体のXNpb389-XNpb78-XNpb85・2-gmZ410 -XNpb202部分の欠失し

たアクロトリソミックス様植物，あるいは，テロトリソミックス様植物であ

ると考えられた.さらに， J型はXNpb38 9 -X Npb78 -X Npb85 -2-gmZ41 0の

領域で一次トリソミックスに期待されるよりも過剰な遺伝子量効果が検出さ

れ，XNpb44 -X Npb183 -X Npb205 -XNpb189 -X Npb52の領域ではダイソ

ミックFlと同様の結果であった.よって， J型は過剰染色体のXNpb389-

XNpb78-XNpb85・2-gmZ410部分の重複した二次トリソミックス様植物であ

ると考えられた.

以上述べたように，染色体11に関して4型のトリソミックスが存在するのは，

過剰染色体に生じた重複・欠失のためであると考えられた. 1型とK型とで

RFLP分析の結果が同じであったのは，今回供試したRFLPクローンだけでは

検出されないほどの狭い領域，あるいは， RFLP連鎖地図の包含していない領

域での，過剰染色体の欠失あるいは重複によると考えられる.また， Npb202 

の結果は， 1型， J型およびK型の過剰染色体に起こっている欠失が原因である

と考えられる.これらの結果については更なる検討が必要である.

なお，本実験で用いたG型， 1型， J型およびK型のトリソミック Flのそれぞ、

れの植物体の形態的特徴は，交配親である日本型品種愛国のG型 1型， J型お

よびK型のトリソミックスの形態的特徴に概ね一致した.過剰染色体の種類や

重複 ・欠失 による形態、的特徴は，遠縁交雑を行なった場合でも， 基本的には

変化しないと考えられた.
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第2章 従来の連鎖地図と RFLP連鎖地図との統合

イネの連鎖分析は古くから行なわれ，現在では， 12の染色体すべてについ

て，形態形質，葉緑体形質，着色形質，生理形質等の標識遺伝子から成る連

鎖地図(従来の連鎖地図， Clas sical linkage map)が作成されている(Iwataet al. 

1984， 1989a， 1989b). 一方，近年に至って， DNAの多型をマーカーとした

連鎖地図(RFLP連鎖地図， RFLP linkage map)がイネにおいてもいくつか作成

されている (McCouchet al. 1988， Saito et al. 1991， Kurata et al. 1994， 

Causse et al. 1994). 

現在のところ，従来の連鎖地図と RFLP連鎖地図とは，それぞれ独立に存在

しているが，これらの連鎖地図が統合されれば，イネの遺伝子連鎖地図が充

実するだけでなく， RFLPマーカーを指標とした有用形質の間接選抜や染色体

歩行による遺伝子の単離等，遺伝・育種学上の基礎的・応用的研究の発展に

寄与するところは大であると考えられる.

イネにおいては，これまでにも， S a i t 0 e t al. ( 1 9 9 1 )や Kishimoto et al. 

(1992 )がいくつかの標識遺伝子と RFLPマーカーとの連鎖分析を行なっており，

さらに， Yu et al. (1995)は近似同質遺伝子系統を用いて，標識遺伝子と RFLP

マーカーとを対応づけている.また， Abenes et al. (1994)は染色体11につい

て標識遺伝子とRFLPマーカーとの配列を明らかにし， Causse et al. (1994)は

様々な連鎖分析の結果に基づいて，従来の連鎖、地図とRFLP連鎖地図との対応、

づけを試みた.しかしながら，従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図との全染色体

にわたる対応づけは未だになされていない.

そこで，第1節では 九州大学農学部育種学教室で作成されてきた従来の連

鎖地図(Iwata et al. 1984， 1989a， 1989b)(Appendix 1 参照)と Saito et al. 

(1991 )のRFLP連鎖地図(Appendix2参照)との統合を試みた.分離集団にはイ

ンド型品種IR24と日本型標識遺伝子系統との交雑F2あるいはおを用いたが，
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日印交雑の後代では遺伝子が異常な分離を示すことがあるので，遺伝子の分

離の歪みについて，第2節で考察を加えた.なお， Appendix 3には，本章で用

いた標識形質の写真を示した.

第l節 標識遺伝子とRFLPマーカーとの連鎖、分析による統合連鎖地図の作成

本節では，イネの従来の連鎖、地図(Iwataet al. 1984， 1989a， 1989b)に位置

づけられている標識遺伝子と， S aito et al. (1991)のRFLP連鎖、地図に位置づけ

られているRFLPマーカーとの，連鎖分析による統合連鎖地図の作成について

述べる.始めに，材料と連鎖分析の方法とについてまとめ，次いで，染色体

ごとに結果および考察を述べた.

材料および方法

(1)供試イネならびに標識遺伝子

インド型品種IR24と日本型標識遺伝子系統との交雑F2集団を用いた.交雑

組合せならびに標識遺伝子は一括して Table2-1-1に示した.これらのわ集団

を常法に従って栽培し，適宜，標識形質の分離を調査した.また，出穂期頃

に成葉を採取，凍結保存してDNA抽出に供した.ただし， IR24 / 88F126の交

雑組合せについてはF2各個体よりお系統を育成して標識形質の調査や成業の

採取を行なった.

(2)RFLPマーカー

S ai to e t al. (1 99 1 )がRFLP連鎖地図に位置づけたRFLPマーカーの中から，

日本晴とIR24との間で適当な多型の得られたものを81個選んで用いた.さら

に，RFLP連鎖地図に位置づけられていないRFLPマーカ一(斎藤ら 未発表)に
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Tab1e 2-1-1. F2 popu1ations observed for 1inkage ana1ysis 

Chromosome Cross combination Marker genes tested 

l 工R24/ FL293 d-18， fs-2 

工R24/88F1261) eg， spl-6， rl-2 

工R24/ FL150 d-2 

2 工R24/ FL274 bl-l ， tri 

工R24/ FL235 spl-2 

3 FL303 /工R24 chl-l ， fc-l， spl-3 

工R24/ 90Fl023 dl， st (七)(CM120)2) 

4 工R24/ FL151 19， d-ll ， Ph 

5 工R24/ 89F92 spl-7， nl-l ， st (七)(CM37) 

工R24/89F920 d-l 

6 工R24/ FL314 dp-l， spl-4 

工R24/ 90Fl023 dp-l ， Cl 

7 工R24/ 90F93 v-ll ， d-6， g-l ， spl-5 

8 工R24/ 90F1211 v-8， sug 

9 工R24/ FL260 Dn-l， drp-2， dp-2 

FL303 /工R24 I-Bf 

10 工R24/89F921 pgl， spl-l0 

11 工R24/ 90Fl036 z-2 ， v-9 

12 工R24/ 89F919 spl-l 

89F424 /工R24 rl-l 

1) F3 1ines derived from F2 individua1s were used. 

2) Assigned to chromosome 3 in this study. 

3) Assigned to chromosome 5 by trisomic ana1ysis 

(Satoh et al. unpub1ished). 
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ついても2個を用いた.供試したRFLPマーカーは一括して Tab1e2・1-2に示し

た.

(3)サザンハイプリダイゼーション

第1章に準じて行なった.ただし，若干のF2集団のDNA抽出には酢酸カリウ

ムを利用した方法(Dellaportaet al. 1983)を用いた.

(4)連鎖分析

F2集団におけるRFLPマーカーの分離の一例を Fig.2・1・1に示した.これは，

インド型品種IR24，日本型標識遺伝子系統FL293，および，これらの交雑F2

集団のDNAを制限酵素EcoRVで消化して各レーンに配し， RFLPクローン

Npb96をプロープとして，ハイプリダイスさせて得られたオートラジオグラ

ムである.このバンドのパターンによって， F2各個体の遺伝子型が種子親型

か花粉親型かあるいはFl型かを判定した.また，標識遺伝子についても， F2 

各個体について，表現型の観察を行なった.組換価(%)の算出は， F2集団にお

けるRFLPマーカーおよび標識遺伝子の分離成績に基づき，最尤法(Allard

1956)によって行ない，その結果によって，標識遺伝子と RFLPマーカーとの

配列関係を求めた.また， S ai to e t al. (1991)のRFLP連鎖地図は座位聞の距離

を地図距離(cM)で表示しであるので，本実験の結果と Saitoet al. (1991) の

RFLP連鎖地図とを比較する場合には，組換価をKosambi(1944)の地図関数で

地図距離に変換した.

結果および考察

連鎖分析の結果をFig.2-1・2に示し，分離成績をAppendix4にまとめた.ま

た， Fig. 2・1-3では，各染色体について，本研究の結果を中央に示し，従来の
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Table 2-1-2. RFLP markers used for linkage analysis 

Chromosome RFLP marker (XNpb) 1) 

1 96 97 130-1 147 174 216 252 269 314 346 359 368 

2 42 45 57 132 223 227 250 349 

3 15 51 173 164 182 249 348 

4 49 72 2) 114 120 203 237 311 

5 81 105 139 292 297 387 

υUJ J 6 135 165-1 170 172 209 233 386 

7 20 22 50 2) 85-1 117 

8 126 187 278 369 397 

9 36 47 108 293 385 404 

10 37 127 133 291 333 

11 44 52 78 181 183 189 202 389 gmZ410 

12 88 124-1 148 193 198 402 

1) RFLP markers mapped on the RFLP linkage map (Saito et al . 1991). 

2) Unmapped RFLP marker (Saito et al . unpublished). 



Pl P2 F2 

Fig. 2-1-1. F2 segrega七ion of an RFLP rnarker 

XNpb96. An RFLP clone Npb96 was 

probed on七oEcoRV diges七edDNAs frorn 

F2 plan七s and the工r paren七s. Pl: an 

Indica varie七y，IR24， P2: a Japonica 

rnarker line， FL293. 
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Fig. 2-1-2. A classical/RFLP integrated linkage map in rice. The prefix of RFLP markers， 
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Fig. 2-1-3. An integどated linkage map of rice. The classical linkage map is shown on the left and the 
RFLP linkage map on the right. Numbers at the ヒop indicate chromosomes. The prefix of RFLP 
markers， XNpb， are omitted in this figure. The loci in ellipses are classical markers used 
in this study， and those in boxes are RFLP markers. 
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連鎖地図(Iw a t a e t al. 1 984 ， 1 989 a ， 1 989 b )を左に， RFLP連鎖地図(Saitoet al. 

1991)を右に配して三者を比較した.以下，染色体ごとに考察を述べる.

(1)染色体1

従来の連鎖地図(Iwataet al. 1989a)は，fs-2(かすり縞-2)-d・18(小丈玉錦型

倭性)-Pn(茎葉節紫色)-rl・2(捲葉-2)-A (アントシアニン活性化)一chl-6(黄緑

葉・6)-d・10(崎型晩神力)-lax (疎穂)-spl・6(病斑葉-6)-eg(過剰穎)-ν・6(緑変

白苗-6)なる配列を骨格としている.一方， RFLP連鎖地図(Saitoet al. 1991)に

は51個のRFLPマーカーが位置づけられている.本研究の結果 ，fs・2-

XNpb216 -X N pb96 -d-18 -X N pb269 -X N pb35 9 --d・2-XNpb252-rl・2-

X Npb368 -X Npb314 -X Np b147 -X Np b130-1-X ̂'pb174 -spl・6-XNpb97

-eg-XNpb346なる配列が得られた.そこで，従来の連鎖地図と RFLP連鎖、地

図との比較を以下のように試みた.

従来の連鎖、地図で末端のfs・2およびRFLP連鎖地図で末端のXNpb212は，そ

れぞれXNpb216から8.7cMおよび17.7cMの位置にあり，また，もう一方の末

端では，従来の連鎖地図のν-6およびRFLP連鎖地図のXNpb346が，それぞれ

egから 16.4cMおよび18.5cMの位置にある.このことから， RFLP連鎖、地図と

従来の連鎖地図とはほぼ同じ長さであると考えられた.

また， Saito et al. (1991)はlaxの座位をXNpb97とXNpb346との間に推定し

ているものの，従来の連鎖地図のlaχ-spl-6 -egなる配列関係から考えると l似

の座位はXNpb147-XNpb130・l-XNpb174近傍であlると考えられ，配列に矛

盾が生ずる .laxとRFLPマーカーとの配列順序についてはなお検討が必要であ

る

さらに，これまで， Nagao and Takahashi (1963)により染色体4の連鎖群に

属するとされていたd・2(夷型倭性)が，本研究の結果，XNpb359とXNpb252と

の間に位置 づけられた.本研究でd-2を染色体1のRFLPマーカーとの連鎖分析
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に供したのは，d・2の座乗染色体がトリソミ ック分析の結果(Table 2-1・3)から

染色体4でないと判明したこと，ならびに d・2が染色体 1と4とに関する相互

転座系統の転座点と連鎖していた(岩田・大村 1971)ことにより ，d-2が染色体

1 ~こ座乗すると推定されたためである . d・2座のある){Npb359とXNpb252との

間は，従来の連鎖地図ではd・18とrl・2とに挟まれた領域である.この領域には

Pnが位置づけられているので，従来の連鎖地図でのd・2の座位は，Pnの近傍で

あると推定される.ただ， Nagao and Takahashi (1963)によると ，d・2とPnと

は独立である.これについては今後の検討が必要である.

(2)染色体2

従来の連鎖地図(Iwataet al. 1989b)における標識遺伝子の配列は，d・29(短

第1節問型媛性)-tri (三角籾)-bc・3(鎌不要・3)-bl-1(褐斑葉-1)-chl-10(黄緑

葉・10)-gh・3(穎節間黄金色・3)-d・32(倭性九大-4)--d・30(媛性白笹型)-gh・

2(穎節間黄金色-2)-spl・2(病斑葉-2)である. 一方， RFLP連鎖地図(Sai to e t al. 

1991)には， RFLPマーカ -37個およびアイソザイムマーカーLapが位置づけら

れ，d -30の座位が推定されている.本研究の結果，tri-XNpb250-bl-1-

XNpb57-X Npb42 -XNpb45 -X Npb132 -X Npb227 -X Npb223 -X Npb349 

-spl・2なる配列が得られた.そこで，従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図との比

較を以下のように試みた.

従来の連鎖地図で末端のd・29およびtriは， RFLP連鎖地図で末端のXNpb250 

よりも外側に座位があり，もう一方の末端では，従来の連鎖地図のspl・2が

RFLP連鎖地図のXNpb349よりも外側に座位がある.このことから， RFLP連

鎖地図は従来の連鎖地図を完全には包含していないと考えら れた.

また， Saito et al. (1991)はd・30の座位をXNpb132とXNpb227との間の領域

に推定 している. これは従来の連鎖地図と比較 して矛盾のない位置であると

考えられる .
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Table 2-1-3. Disornic segregation fo工・ d-2 工n 七he

F2 frorn the cross with trisornics for 

chrornosorne 4 

Portion of Observed nurnber χ2 

population + d-2 Total (3: 1) 

2x 91 35 126 0.05 

2x+工 46 12 58 0.58 

pooled 

2x1) 

1) F2 frorn a disornic Fl plant. 

46 



(3)染色体3

従来の連鎖地図(lwataet al. 1984)はchl-1(黄緑葉ー1)-chl-3(黄緑葉-3)-fc-

l(細秤・1)-v-1(緑変白百ー1)-bc-1(鎌不要-1 )一ν・2(緑変白百-2)一dl(垂れ葉)-

2・3(ゼプラ斑葉-3)-spl・3(病斑葉・3)なる配列を骨格とする.一方， RFLP連鎖

地図(Saitoet al. 1991)にはRFLPマーカ -49個およびchl-1が位置づけられてい

る.本研究の結果， c hl-1 -X N P b 1 64 -X N P b 249 --f c-1 -s t( t) (C M 1 20) -

X Npb51-X Npb15 -X Npb182 -X Np b348 -dl-spl-.3 -X Np b173なる自己チリ!が

得られた.そこで，従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図との比較を以下のように

試みた.

chl-1は従来の連鎖、地図およびRFLP連鎖地図で， ともに末端に位置づけられ

ており ，chl-1側の末端では，従来の連鎖地図の方がRFLP連鎖、地図よりも充実

していると考えられた. もう一方の末端では， RFLP連鎖地図のXNpb173が従

来の連鎖、地図のspl・3よりも外側に座位があるので， RFLP連鎖、地図の方が従来

の連鎖地図よりも充実していると考えられた.

本研究で，新たにfc-1とdlとの聞に位置づけられた st(t)(CM120)は，日本型

品種金南風のメチ jレニトロソウレア (MNU)処理によって誘発された単劣性の

縦縞遺伝子である(佐藤ら未発表).ただ，従来の連鎖地図では，fc-1とdlとの

聞に位置する bc-1の近傍に，縦縞遺伝子st・3の座位が知られている(岩田ら

1979) .今後，st(t)にM120)とst-3との同座性検定が必要である.

(4)染色体4

従来の連鎖地図(lwataet al. 1984)における標識遺伝子の配列は ，d-11(信金

愛国型媛性)-Pr(穎全面紫色)-Ph(フェノール反応)-lg (無業舌)-PI(業身業

鞘紫色)である.一方， RFLP連鎖地図(Saitoet al. 1991)にはRFLPマーカ -33

個とPhおよび19とが位置づけられている.本研究の結果，XNpb203-

XNpb237-X Npb311-X Npb49 -X Npb 72 -d-11-X Npb 114 -X Npb 120 -Ph 
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-/gなる 配列が得られた.そこで，従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図との比較

を以下のように試みた.

従来の連鎖地図で末端に位置づけられているd-11は‘，XNpb49とXNpb114と

の問に位置づけられた. X Npb49とXNpb114とはともにRFLP連鎖地図の中央

部に座位があるので，d-11の座位はRFLP連鎖地図では中央部に当たる位置で

あると推定された.従って ，d-11側の末端では， RFLP連鎖、地図の方が従来の

連鎖地図よりも充実していると考えられた.また，もう一方の末端はRFLP連

鎖地図では19であるが，従来の連鎖地図では19より外側に位置づけられている

P/である.よって， RFLP連鎖地図は従来の連鎖地図の19-Pl領域を包含して

いないと考えられた.

なお，XNpb49とd・11との聞に位置づけられた XNpb72 (斎藤ら未発表)は，

第1章第1節の結果，染色体4に座乗することの分かった，新たなRFLPマーカ

ーである.

(5)染色体5

従来の連鎖地図(Iwataet al. 1984)は，nl・2(穂首若葉-2)-d-1(大黒型倭性)-

sp 1・8(病斑葉・8)-v-10(緑変白苗-10)-bgl(鮮緑色葉)-spl・7(病斑葉-7)-nl-

1(穂首若葉-1) -al・2(白苗-2)なる配列を骨格とする.一方， RFLP連鎖地図

(S ai to e t al. 1 99 1 )にはRFLPマーカ -26個が位置づけられている.本研究の結

果，X Npb292 -X Npb139 -X Npb387-d-1-st(t)(CM37) -X  Npb105-

XNpb81-spl-7-nl-1-XNpb297なる配列が得 られた.そこで，従来の連鎖

地図 とRFLP連鎖、地図との比較を以下のように試みた.

従来の連鎖地図で末端のn/-2はd-lから24.0cMの位置 にあるが， RFLP連鎖

地図で末端のXNpb292は，d-1から 36.9cMの位置に あるXNpb387よりも 更に

離れた位置にある.また，従来の連鎖地図のもう一方の末端では，al・2がnl-1

より1.1cM外側の位置に ある が，RFLP連鎖地図で末端のXNpb297はnl-lの座
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位より 11.8cM外側の位置にある.よって， RFLP連鎖地図は従来の連鎖地図を

完全に包含していると考えられた.

本研究で，新たにd-1とXNpb105との問に位置づけられたst(t)(CM37)は，

日本型品種金南風のメチルニトロソウレア(MNU)処理によって誘発された単

劣性の縦縞遺伝子である(佐藤ら未発表).染色体5にはd-1と連鎖する縦縞遺

伝子st・2が知られている(Nagaoand Takahashi 1963)・l 今後，st(t)(CM37)とst・

2との同座性検定が必要である.

(6)染色体6

従来の連鎖地図(Iwataet al. 1984)における標識遺伝子の配列は wx(橘性)-

dp-l (内穎発育不全-1)一ν・3(緑変白百・3)-C(アントシアニン色原素)-st-1(縦

縞・1)-chl-4(黄緑葉-4)-CI(小穂叢生)である.また ，spl-4(病斑葉-4)の座位

もwxとdp-1との近傍に知られている.一方， RFLP連鎖、地図(Sai to e t al. 1991) 

にはRFLPマーカー29個，アイソザイムマーカ -Es t-2および生理形質アルカ

リ崩壊性(alk)が位置づけられている.本研究の結果 ，dp-1 -spl-4 -X Npb20 9 

-X Npb 165 -1-X Npb233 -X Npb 172 -CI-X Npb3 86 -X N pb 135 -X Npb 170 

なる配列が得られた.そこで，従来の連鎖、地図とRFLP連鎖地図との比較を以

下のように試みた.

従来の連鎖、地図で末端の wxより内側に位置づけられているdp-1ならびに

sp 1・4が， ともに， RFLP連鎖地図で末端のXNpb209よりも外側に位置づけら

れたことから， RFLP連鎖地図は，従来の連鎖地図のwx-dp-l領域を包含して

いないと考えられた.

また，従来の連鎖、地図でもう一方の末端であるClはXNpb172とXNpb386と

の問に位置づけられたが，XNpb172とXNpb386とは ともに， RFLP連鎖地

図の中央部に座位があるので，CIの座位はRFLP連鎖、地図では中央部に当たる

位置であると推定 された.従って ，CI側の末端ではRFLP連鎖地図の方が従来
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の連鎖地図よりも充実していると考えられた.

なお，従来の連鎖地図でwxはdp-lより外側の末端に座位を有するが， RFLP 

連鎖地図でwxに比定されたトウモロコシの橋性遺伝子由来のcmWXは，dp-l 

より内側のXNpb209よりもさらに内側に座位がある.よって ，cmWXがwxに

比定されるとすれば，配列関係に矛盾が生ずる.今後 wxとXNpb209および

XNpb165・1との配列関係を求めること，ならびに wxとcmWXとの関係を解

明すること，あるいは，dp-l-spl-4-XNpb209 -X̂ lpb165-1なる配列関係を

再検討することが必要である.

(7 )染色体7

従来の連鎖地図(Iwata et al. 1984)における標識遺伝子の配列は，d-6(短稗

白笹型倭性)-g-l(長護穎-l)-spl・5(病斑葉・5)-R c(種皮褐色)一ν-11(緑変白百

-11) -rfs (霜降り捲葉)である.一方， RFLP連鎖、地図(Sai to e t al. 1991)には，

RFLPマーカー 17個とRcとが位置づけられている.本研究の結果， X Npb50-

g-]-d・6-spl・ 5 一 ν -11-XNpb85 ・ l-XNpb20-XNpbl17-XNpb22 なる @c~リ

が得られた.そこで，従来の連鎖地図と RFLP連鎖地図との比較を以下のよう

に試みた.

X Npb50 (斎藤ら未発表)は第1章第1節の結果，染色体7に座乗することの分

かった新たなRFLPマーカーであり ，XNpb178と組換価3.2%で連鎖して小さ

な連鎖群を形成する(斎藤ら未発表).本研究の結果，XNpb50-XNpb178な

る連鎖群と Saitoet al. (1991)の染色体7のRFLP連鎖、群とはg-1-d-6-spl・5-

v-]]を介して連結することが明らかになった. よって， RFLP連鎖、地図は従来

の連鎖地図を完全には包含しておらず 末端に位置づけられている Rcより

XNpb50までの約50cMは伸長する可能性がある.

また，従来の連鎖地図でもう一方の末端のヴsはspl-5より 30.8cMの位置にあ

る.本研究の結果では，spl・5より 30.8cM の位置はXNpb20とXNpbl17との問
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の領域である .XNpb20とXNpbl17とは，とも に， RFLP連鎖地図の中央部に

座位があるので，ヴsの座位も RFLP連鎖地図の中央部に相当する領域にあると

推定される.よって，ヴs側の末端ではRFLP連鎖地図の方が従来の連鎖地図よ

りも充実していると考えられた.ただ，現在，rfsより外側の領域にも ，ge(巨

大目玉)(佐藤・岩田 1990)やesp-l(目玉乳貯蔵蛋白質・1)(佐藤 1990)の座位が推定

されているので，今後，従来の連鎖地図も伸長することが期待される.なお，

本研究の結果ではd・6とg-lとの配列順序が従来の連鎖地図と異なったが，こ

れについてはなお検討が必要である.

(8)染色体8

Iwata et al. (1984)によると，染色体8には，配列こそ決定されていないもの

の，トリソミック分析によって ，d・51(倭性九大-8)，sug(甘味脹乳)， ur-2(枝

梗湾曲-2)，ν・8(緑変白苗-8)および、z・4(ゼブラ斑葉-4)なる5個の標識遺伝子の

座乗することが明らかにされている. 一方， RFLP連鎖地図(Saitoet al. 1991) 

にはRFLPマーカー 16個が位置づけられている.本研究の結果ではν・8-

XNpb278 -X Npb369 -X Npb126 -X Npb187 -X Npb397 -sugなる自己チリカマ専ら

れた.ν・8および¥sugの座位がそれぞれRFLP連鎖地図で末端に位置づけられて

いるXNpb278および、XNpb397よりも外側に位置づけられたことから， RFLP 

連鎖地図はまだ飽和していないと考えられた.

(9)染色体9

従来の連鎖地図(1w a ta e t al. 1 984 )における標識遺伝子の配列は ，dp-2 (内穎

発育不全-2)-drp-2(濡れ葉-2)-Dn・1(密穂・1)である. また，これとは独立に，

I-Bf(穎縦筋褐色抑制)も染色体9に座乗することが明らかにされている(1wata 

e t al. 1 984 ).一方， RFLP連鎖地図(Saito et al. 1991 )には，リボ、ゾーム

DNA(rDN A)マーカー 1個を含む21個 のRFLPマーカーが位置づけられてい る.
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本研究の結果，I-Bf-XNpb36-XNpb47-dp・2-drp -2 -X N p b3 85 -Dn-l -

X Npb404 -X N pbl 08 -X Npb2 93なる配列が得られた.そこで，従来の連鎖、地

図とRFLP連鎖地図との比較を以下のように試みた.

I-BfとXNpb36との間の距離は11.1 cMで、あり， 一方， RFLP連鎖地図で末端

のrDNAとXN pb36との間の距離は15.0cMであるので，I-Bfの座位はrDNAの

座位の近傍であると推定された.また ，dp・2-drp-2-Dn・1の連鎖群は

X Npb47とXNpb404との間に位置づけられた.XNpb47とXNpb404とはRFLP

連鎖地図のほぼ中央部に位置するので，dp-2-drp-2-Dn-lの連鎖群もRFLP

連鎖地図のほぼ中央部に位置すると推定された.さらに，従来の連鎖、地図に

ついては，I-Bfとdp-2-drp・2-Dn・lなる連鎖、群との位置関係が，XNpb36と

XNpb47とを介することにより ，I-Bf-dp・2-drp-2--Dn-lであることが明ら

かとなった.

(l0)染色体10

Iwata et al. (1984)によると，染色体10には，配列こそ決定されていないも

のの， トリソミツク分析によって ，du-l(曇り脹乳ー1)，fgl(退色葉)， pgl(淡緑

葉)， Rf-l(花粉稔性回復-1)およびrk・2(扇平粒-2)なる 5個の標識遺伝子の座乗

することが明らかにされている.これらの標識遺伝子のうち ，fgl， pglおよび

Rf-lについては， Shinjyo (1975)が pgl-Rf-l-fglなる配列を決定している.

本研究ではこのうちpglを用いた.一方， RFLP連鎖、地図(Saitoet al. 1991)に

はRFLPマーカ -9個が位置づけられている.本研究の結果ではXNpb333-

XNpb37-XNpb133 -XNpb291-spl-l0 -pgl-X Npb127なる自己チリカ汁専られた.

pglとともにXNpb291とXNpb127との間に位置づけられたspl-l0は日本型品種

金南風のメチルニト ロソウレア (MNU)処理によって 誘発された単劣性の病斑

葉遺伝子(Idetaet al. 1993)である.
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(11)染色体11

従来の連鎖地図(Iw a ta e t al. 1 984 )の標識遺伝子の配列は ，z-2 (ゼブラ斑葉・2)

-d-2 7(分業稲)-la(もつれ)一ν-4(緑変白苗・4)-d・28(長茎大黒)-sp(短穂)-

v・9(緑変白苗-9)一z-l(ゼブラ斑葉-1)-D-53(倭性九大-3)である.一方， RFLP 

連鎖地図(Sai to e t al. 1 991 )には， RFLPマーカー29個および、spが位置づけられ

ている.本研究の結果，XNpb181-XNpb389-XNpb78-z-2-gmZ410-

XNpb202-XNpb44-XNpb183 -v-9-XNpb189 -XJNpb52なる自己ヂリカ汁尋られ

た.そこで，従来の連鎖地図とRFLP連鎖、地図との比較を以下のように試みた.

従来の連鎖地図で末端のz・2はXNpb78とgmZ410との間に位置づけられたの

で z・2の座位は， RFLP連鎖地図の末端であるXNpb181より内側にあると推

定された.従って ，z-2側の末端では， RFLP連鎖地図の方が従来の連鎖地図

よりも充実していると考えられた.

また，従来の連鎖地図のもう一方の末端である D・53は， ν・9より 32.6cM外

側の位置にあり，一方， RFLP連鎖地図で末端のXNpb344より1.5cM内側にあ

るXNpb52は， ν・9より 35.7cM外側の位置にある.よって D・53側の末端では，

RFLP連鎖地図と従来の連鎖地図とがほぼ同じ長さであると考えられた.

なお， RFLP連鎖地図のXNpb44とXNpb183との間にはspが位置づけられて

いるが，XNpb44とXNpb183とはどちらも z・2とV・9との聞にイ立置し spもz・2

とv・9との聞に位置するので， RFLP連鎖地図上のspの座位は従来の連鎖、地図

と比べて矛盾のない位置であると考えられた.

(12)染色体12

1 w a t a e t al. ( 1 984 )によると，染色体12には，配列こそ決定されていないも

のの， トリソミック分析によって d・33(盆栽稲)， nal-2(細葉-2)，rl-l(捲業-1) 

および、spl-1(病斑葉ー1)なる4個の標識遺伝子の座釆することが明らかにされて

Eる.ただ， Ishikawa et al. (1992)によればd-33とrl-lとは複対立遺伝子であ
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る.また ，du・4(曇り座乳・4)も染色体12に座乗することが見出されている

(Yano et a/. 1988). 一方， RFLP連鎖地図(Saitoet al. 1991)にはRFLPマーカ

ー23個とアイソザイムマーカ-S dh-1が位置づけられている.本研究の結果で

はXNpb193-XNpb124・1-spl-1 -X N pb88-XN  pb402 -rl-1-X N pb148-

XNpb198なる配列が得られた.spl-1はXNpb124・1とXNpb88との聞に， r/-1 

はXNpb402とXNpb148との間に位置づけられたが，.XNpb124・1，XNpb88， 

XNpb402および、XNpb148はいずれも RFLP連鎖地図の中央部に座位を有する

ので，spl-1および、rl-1もRFLP連鎖地図の中央部に相当する領域に座位を有す

ると推定された.

第2節 インド型品種IR24と日本型標識遺伝子系統との交雑後代に観察された

遺伝子の分離の歪みについて

イネの日印交雑の後代では 遺伝子の分離に歪みの見られることのあるこ

とが，古くから知られている. Nakagahra (1972)やNakagahraet al. (1974)は，

染色体3および染色体6に座乗する若干の標識遺伝子に見られる分離の歪みが，

配偶体遺伝子との連鎖によるものであることを明らかにしたが，その他にも，

日印交雑の後代で，歪みの見られる標識遺伝子はいくつか知られている.本

研究では，インド型品種IR24と日本型標識遺伝子系統との交雑F2を用いて，

標識遺伝子とRFLPマーカーとの分離を調査したが その際 いくつかの標識

遺伝子と RFLPマーカーとの分離に歪みが見られた.そこで 本節ではインド

型品種IR24と日本型標識遺伝子系統との交雑後代に観察された遺伝子の分離

の歪みについて，考察を試みることにした.
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材料および方法

材料にはインド型品種IR24と日本型標識遺伝子系統との交雑F2集団を用い

た.交雑組合せならびに標識遺伝子は一括して Table2-2-1に示した.これを

常法に従って栽培し，適宜，標識遺伝子の分離を調査した.また，本章第1節

でRFLPマーカーを連鎖、分析に用いたF2集団においては，標識遺伝子とともに

RFLPマーカーの分離も調査した. RFLPマーカーおよびサザンハイブリダイ

ゼーションについては，本章第l節に述べた.

結果および考察

各標識遺伝子ならびに各RFLPマーカーの分離の状況を，染色体ごとにまと

めて， Appendix 5に示した. RFLPマーカーの多くは共優性を示し，ヘテロの

遺伝子型を区別できるので，インド型と日本型との対立遺伝子の頻度をそれ

ぞれ算出することも可能であるが，本研究では，劣性の標識遺伝子に準じて，

日本型ホモの遺伝子型の頻度を調査した.日本型ホモの遺伝子型の頻度と各

遺伝子座の座位との関係をグラフに表したのが Fig.2-2-1である.なお，この

グラフでは， 日本型の対立遺伝子の方が優性である遺伝子座，ならびに，

RFLP分析に供しなかったF2集団に分離した標識遺伝子については，記載を省

いた.

Appendix 5および Fig.2-2・1に示したように，染色体1，染色体2，染色体3，

染色体11および染色体12で，比較的広い領域にわたって， 日本型ホモの 遺伝

子型が5%水準で有意に減少して いた.

染色体1ではIs-2-X Npb216 -X Npb96-d・18-X ̂'pb269 -X Npb359 -d-2 

の領域で日本型ホ モの遺伝子型 が有意 に減少して いた.これは中川原(1970) 

がd・18に観察した のと 同 じ領域で の分離 の歪み と考えられる.な お，中川原
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Tab1e 2-2-1. F2 popu1ations of which frequencies of 

Japonica/ Japonica a11e1es were observed 

Cross cornbination 

工R24/ FL293 

工R24/ 88F126 

IR24 / FL150 

工R24/ FL163 

工R24/ FL274 

工R24/ FL235 

FL303 /工R24

工R24/ FLユ51

工R24/ FL244 

工R24/89F92 

IR24 / 89F920 

IR24 / 89F928 

工R24/ FL314 

IR24 / 90FI023 

工R24/ FL317 

工R24/ 90F93 

IR24 / 90F1211 

IR24 / FL260 

工R24/89F921 

IR24 / 90FI036 

工R24/ FL323 

工R24/ 89F919 

89F424 /工R24

Markers assayed 

d-18 ， fs-2， RFLPs 

eg， spl-6， rl-2， RFLPs 

d-2， RFLPs 

d-l0， lax 

bl-l， tri， RFLPs 

spl-2， RFLPs 

chl-l， fc-l ， sp1.-3， I-Bf， RFLPs 

19， d-ll ， Ph， RFLPs 

19， nal-l 

spl-7， nl-l， st (七)(CM37)， RFLPs 

d-l ， RFLPs 

v-l0， spl-7 

dp-l， spl-4， RFLPs 

dp-l， Cl， dl， s t (七)(CM120)， RFLPs 

v-3 

v-ll ， d-6， g-l ， spl-5， RFLPs 

v-8， sug， RFLPs 

Dn-l ， drp-2， dp-.2， RFLPs 

pg 1， spl-l0， RFLPs 

z-2， v-9， RFLPs 

la， v-4， sp 

spl-l ， RFLPs 

rl-l ， RFLPs 
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(1981)はd-10およびlaxに増加分離型の歪みを観察しているが，本研究ではこ

れらの分離に異常は見出されなかった.これは交雑組合せによる相違である

と考えられる.

染色体2でbl-1-X Npb57 -X Npb42の領域に見出された減少分離型の歪みは

これまでに報告のない新たなものである.

染色体3ではXN p b 164 -X N p b2 4 9 -f c -1 -s t( t) (C M 120) -X N p b5 1 -

XNpb15-XNpb182の領域で日本型ホモの遺伝子型が有意に減少していた.

これは従来の連鎖地図ではchl-1とdlとの聞に相当する領域である .chl-1とdl

との聞に座位のあるbc-1にはNakagahraet al. (1972)が分離の歪みを観察して

いる.なお， N akagahra et al. (1972)はchl-1およびdlにも分離の歪みを観察し

ているが，本研究では，これらに分離の歪みは観察されなかった.

染色体11ではXN pb38 9 -X N pb78 -z-2 -gmZ410の領域で日本型ホモの遺

伝子型が有意に減少していた.また la，ν・4およびspについても減少分離が

見られた.laとspとについては中川原 (1970)も減少分離型の歪みを観察してい

る.ただし，本章第1節の結果(Fig. 2-1-3 )で la，v.・4および、spに相当する領

域であると考えられたXNpb202-XNpb44-XNpb183の領域では，分離の歪

みは検出されなかった.

染色体12では rl-1-X Npb148 -X Npb198の領域に減少分離型の歪みが見ら

れた.中川原(1978)はrl-1に加えてspl-1でも減少分離型の歪みを観察している

が， 本研究の結果ではspl-1の分離が減少しているとはいえなかった.

その他，染色体6ではXNpb165・1およびν-3に日本型ホモの遺伝子型が有意

に減少する歪みが見られた.同染色体においては岩田ら(1 964 )がwxとCとに

分離の歪みを見出してい るが これらの歪みの関係については，更に検討が

必要であ る.

なお，以上に述べたも ののほかにも分離に 歪みの見られる遺伝子座がいく

つか散見された .染色体2のspl-2，染色体5のspl-7，染色体8のsugおよび染色
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体9のI-Bfは分離が有意に減少していたが，これはわ個体における表現型の見

間違い，あるいは，これらの遺伝子に関して劣性ホモである個体の枯死によ

る可能性がある.また，染色体5のXNpb139，染色体8のXNpb278および染色

体12のXNpb193でも分離に歪みが検出されたが，これについても今後の検討

が必要である.

本研究の結果をみると，日印交雑後代での分離の歪みが新たに見出された

遺伝子座がある一方，これまで日印交雑によって分離が歪むことが知られて

いて，今回，異常分離の見られなかった遺伝子座も存在する.中川原(1970) 

は，染色体8，10および12を除いた9本の染色体にわたる24個の標識遺伝子に

ついて，複数のインド型イネとの交雑を行ない，その後代における分離を調

査した.これによれば，同じ標識遺伝子でも，交雑に用いたインド型イネの

系統によって，分離の歪む場合と歪まない場合とのあることが観察されてい

る.本研究では インド型イネとの交雑はIR24を片親にしたものに限られる

ので，今回，分離が正常であった遺伝子座についても，交雑に用いるインド

型イネによっては，後代で新たに分離に歪みの生ずる可能性がある.

本研究で分離比の歪みが検出されたいくつかの領域では，ほとんどの場合，

日本型の対立遺伝子のホモ型が有意に減少していた.また 歪みの検出され

なかった遺伝子座についても，多くは日本型の対立遺伝子のホモ型の減少す

る傾向が見られた.岡(1955)も日印交雑後代においてはインド型の遺伝子の

頻度の増加する傾向がかなり一般的に存在する可能性に言及しており， これ

は日印交雑後代に広く見られる現象と考えられた.ただ 本研究では染色体8

のXNpb278は日本型の対立遺伝子のホモ型が有意に増加しており，その他に

も，有意ではないものの 同様の傾向のある遺伝子座が散見された.中川原

(1970， 1981)もいくつかの標識遺伝子について，日印交雑の後代で，分離が

有意に増加することを観察している.従って 日印交雑後代でも遺伝子座に

ふつては日本型の遺伝子の頻度が増加することがあるものと考えられる.

60 



ただ，以上に述べてきた本節の結果は，ほとんどが個体数100あるいは200

前後の小さな分離集団から得られたものである.十分な大きさの分離集団を

用いれば，本研究では分離の有意な増減が検出されなかった遺伝子座につい

ても，明確な結果が得られるものと期待される.
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第3章総合考察

イネの連鎖分析は古くから行なわれ，これまでに， 12の染色体各々に対応

する連鎖群または標識遺伝子群を明らかにした従来の連鎖地図(Iwata et al. 

1984， 1989a， 1989b)が作成され，一方， DNA多型をマーカーとしたRFLP連

鎖地図(McCouchetal.1988，Saitoetal. 1991， Causseetal. 1994， Kurataet 

al. 1994 )も作成されている.現在，これらはそれぞれ独立に存在しているが，

今後，従来の連鎖地図と RFLP連鎖、地図とが統合され，形態マーカーとDNA'":?

ーカーとの位置関係が同ーの連鎖、地図上に明らかになれば，従来の連鎖地図

だけ，あるいは， RFLP連鎖、地図だけでは十分にできなかった，有用形質の遺

伝分析や有用遺伝子の単離などへの足掛かりが得られると期待される.

そこで，本研究では従来の連鎖地図(1 w a ta e t al. 1 984， 1 989 a， 1989 b) と

RFLP連鎖地図(Saitoet al. 1991)との統合を試みた.本章ではこの結果に基づ

き，イネの連鎖、地図について若干の考察を試みた.

(1) RFLP分析を行なうための遠縁交雑について

イネにおいてRFLPを利用した遺伝分析を行なう場合，効率よくこれを行な

おうとすれば，遠縁交雑によらねばならない.日本型イネとインド型イネと

の交雑もその一つである.日印交雑を行なった場合には交雑の組合せによっ

てFlに様々な程度の不稔が現れることが知られている. Saito et al. (1991)は

RFLP連鎖、地図の作成にインド型品種Kasalathと日本型標識遺伝子系統FL134

との交雑後代を用いたが，この両系統聞の雑種のFlでは 87.50/0の稔性を得て

いる.本研究では，インド型品種IR24と日本型標識遺伝子系統との交雑Flに

おける種子稔性を個別に調査することはしなかったが， IR24と日本型品種日

本晴 との交雑Flでの稔性は約60%であり， IR24と標識遺伝子系統との交雑Fl
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でもほぼ同様の稔性が得られた.これはその後代を得て遺伝分析を行なうの

に十分な稔性であると考えられた.また， S ai to e t al. (1991)のRFLPクローン

を用いてサザンハイプリダイゼーションを行なった際， IR24と日本型イネと

の関に多型の見られないものが散見され，その割合は調査した172クローン中

25クローン，約15%であった.遺伝分析に供するための交雑の組合せが異な

れば， RFLP連鎖地図に位置づけられているマーカーといえども，そのすべて

を利用できるわけでないことには注意すべきである.

(2) RFLP連鎖地図の充実度について

日本型標識遺伝子系統FL134とインド型品種Kasalathとの交雑F2を用いて作

成された Saitoet al. (1991)のRFLP連鎖地図は， 347の遺伝子座を有し，全長

は1836cMで，従来の連鎖地図よりもかなり充実していると考えられる.とこ

ろが，本研究で， RFLP連鎖地図と従来の連鎖地図との対応関係を明らかにし

て両者を比較をすると，染色体2，4， 6， 7および8においては， RFLP連鎖地

図上に従来の連鎖地図上の標識遺伝子の座位がすべて包含されるとはいえな

かった.特に，染色体7では，従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図とで，互いに

重なり合う部分がそれぞれの地図の全長の半分以下であると推定された.

さらに，近年， Kurata et al. (1994) は日本型品種目本晴とインド型品種

Kasalathとの交雑F2を用いて遺伝子座数が Sai to e t al. (1991)の約4倍の RFLP

連鎖地図を作成した.これにはSaito et al. (1991)のRFLPマーカーがいくつか

位置づけられているので，これを指標に， Kurata et al. (1994)の RFLP連鎖、地

図と従来の連鎖地図とを 本研究の結果を介して比較すると，染色体7では

RFLP連鎖地図が Sai to e t al. (1991)よりも約50cM伸長し，従来の連鎖地図を

ほぼ包含できるようになったと推定されたが 染色体2，4， 6および8ではさ

ほどの伸長は見られず，なお， RFLP連鎖地図は従来の連鎖地図を完全には包
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含していないと推察された.

従来の連鎖地図よりも多数のマーカーが位置づけられているRFLP連鎖地図

に，標識遺伝子の座位を包含していないと推定される領域が存在する理由は

不明であるが，このような領域については，その領域に由来するDNAクロー

ンでRFLPを得ることが困難であったために， RFLP連鎖地図が作成されてい

ない可能'性がある.

RFLPマーカーの給源であるDNAライブラリーの中には， RFLPが検出され

なかったために， RFLP連鎖地図作成に用いられなかったDNAクローンが多数

存在する. Yano et al. (1990)は Pst1ゲノミックライブラリーから選抜したク

ローンについて，日本型標識遺伝子系統FL134およびインド型品種Kasalathの

DNAと4種類の制限酵素とを用いてRFLPの調査を行ない，オートラジオグラ

ム上にバンドの現れた472クローンの内， 210クローンがRFLPを示さなかった

と報告した.また， K urata e t al. (1994)は cDNAクローンについて， 日本型品

種目本晴およびインド型品種KasalathのDNAと8種類の制限酵素との組合せで

RFLPの調査を行ない，シングルコピーであった670クローンの中に， RFLPを

示さなかったクローンが210あったと報告している.

RFLPを示さないこれらのクローンの中には，新たな交雑組合せを用いるこ

とによって多型が見出され， RFLP連鎖地図が作成されていない領域に位置づ

けられるものも含まれている可能性がある.今後， RFLP連鎖地図を充実させ

るためには，いろいろな品種聞の交雑，ならびに，野生稲も含めた種間交雑

を利用した連鎖分析も有効であると思われる.

(3) d-2の座位について

d-2座は， Nagao and Takahashi (1963)により ，Ph， 19およびPIとともに染色

体4に対応する連鎖群に属するとされてきたが，本研究では染色体1に位置づ
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けられた.d-2がこれまで染色体4の連鎖群に属する とされてきた理由につい

ては，以下のことが考えられる.

Nagao and Takahashi (1963)によれば，d-2-1g間およびd-2-Ph聞の組換価

はいずれも50%内外であり，これらは互いに独立であると考えられるものの，

d・2-Pl聞には組換価38.1:t2.8%で緩い連鎖が認められている.長尾・ 高橋

(1952)の記述から，この交配組合せは AAPlPld-2d・2.1 A +A +PZ+PZ+d-2+d・2+で

あると考えられるので，d-2-Pl間の組換価と称されてきたものは，染色体1

に座乗するAとd・2との間の組換価であった可能性がある.この場合，d・2と染

色体1に座乗するA，rZ・2，Pn， d・18およびfs・2とについて，以下のような考察

が可能である.まず，A-d・2問の組換価が38.1%，A'-Pn聞の組換価が29.9%

(Nagao and Takahashi 1963)であるから，これらの配列はA-Pn-d・2であり，

組換価の差からPn-d-2聞の組換価は 10%前後であると推察される. また，

1 w a t a e t al. (1 98 9 a)によると A-r/・2-Pn-d・18-fs-2なる配列カぎ明らかで，

Pn-d・18間の組換価は 15.8%である.よって ，d-2はPnとd-18との問に位置す

ると推定され，A-r/-2-Pn-d・2-d・18-fs・2なる配列が考えられる.本研究

の結果でも ，d・2はRFLPマーカーとの連鎖、分析によって，rZ・2とd-18との聞に

位置づけられた(Fig.2-1-2). d-2-P/聞の組換価と称されてきたものがd-2-A 

間の組換価であった可能性は高い.

(4) イネの連鎖地図上における動原体の位置について

イネにおいては 動原体の位置がまだ連鎖地図上で明らかにされていない

が，本研究では，染色体8に関する 二次トリソミックス様植物や染色体11に関

する4型のトリソミックスのRFLP分析の結果に基づき，以下のように考察 を

試みた.

染色体8については，本研究で分析を行なった二次トリソ ミックス様植物が
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真に二次トリソミックスであるならば，動原体の位置はRFLP連鎖地図上の

XNpb369とXNpb398との問である (Fig.1-2-1). 野々村ら(未発表)も三次トリ

ソミックスを使った分析でXNpb369とXNpb398とを含む領域に動原体の位置

を推定している.

染色体11については4型のトリソミックスのRFLP分析の結果 2型はテロト

リソミックス 1型は二次トリソミックスである可能性があるので，動原体は

RFLP連鎖地図上の gmZ410-X Npb202 -X Npb44の領域にあると考えられる

(Fig. 1-2-2 ).ところで，本研究の結果から推測すると，この領域は従来の

連鎖地図のla-ν・4の領域に相当する(Fig.2-1-3). la-v-4聞の組換価は日日交

雑では11.6% ( Omura et al. 1978 )であるが，本研究で用いた日印交雑では

0.5%であり(出回ら未発表)，組換価が日日交雑よりも日印交雑で減少した

可能性が考えられた. Rick (1972)は栽培トマトLycopersiconesculentumと野

生トマトSolanum pennelliiとの交雑後代で得られた組換価を，栽培トマト間で

の交雑による組換価と比較し，動原体付近に位置する標識遺伝子間の組換価

が遠縁交雑によってかなり減少することを報告している.本研究で得られたla

-v・4間の組換価が日日交雑で得られた組換価よりも減少していたものであっ

たとすれば，これはlaとν-4とが動原体の近くに座乗することによる可能性が

ある.

(5) 統合連鎖、地図の利用

本研究により イネの従来の連鎖地図とRFLP連鎖地図との対応関係が明ら

かになり，従来の連鎖地図上の遺伝子座と RFLPマーカーとの関係が効率よく

推定できるようになった.分子マーカーと連鎖、する遺伝子の単離については

既に方法論が確立し(Wickingand Williamson 1991)，イネにおいても白葉枯

病抵抗性遺伝子(Yoshimuraet al. 1995)などいくつかの遺伝子について分子マ
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ーカーとの連鎖を利用した単離が試みられている.ただ， RFLP連鎖地図には

従来の連鎖、地図上の遺伝子座を包含していない領域やマーカ一間の距離の大

きい部分が見られる.今後， このような領域にもDNAマーカーを位置づける

ことが必要である. RFLP連鎖地図を充実させるために， K u r a t a e t al. ( 1 994 ) 

は多数のRAPDマーカーを供している.また，新たなDNAマーカーとして，

Wu and Tanksley (1993)は microsatelli teマーカーの利用を試みた.さらに，

Kawase (1994)はイネの品種の分類に RLGS(Restriction Landmark Genomic 

Scanning)なる分子マーカーを用いたが，ハツカネズミにおいては， RLGSを

利用した連鎖地図がすでに作成されている(Hayashizaki et al. 1994)ので，イ

ネの連鎖地図作成にRLGSを応用することも可能であると思われる.今後，こ

のような分子マーカーを利用した連鎖地図の充実化が望まれる.
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