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序 章

2}ilo11'um属は約 250種あり､そのうち約 25種が栽培作物として利用さ

れ､中でもアカクローバ (ZYiloll'umpzlateDSeL.)は多年生のマメ科作物に分類

される (福岡ら1985)0日本で栽培されている ZhToll'um属は主にアカクローバ

とシロクローバ (TzTePenS)で牧草として利用されている.そのほか､アルサ

イクローバ (TAybn'dum)､クリムソンクローバ (TL'ncamatum)､アローリ

ーフクローバ (TvesJ'culosum)などが牧草､緑肥､景観作物として栽培されて

いる｡ZYilo11'um属の原産地はユーラシア大陸が61%でアメリカ大陸が26%,

アフリカ大陸が 13%と3大陸に広く分布し､その生態も1年生から多年生､自

殖生から他殖性と多岐にわたる｡

アカクローバはユーラシア大陸東南部および地中海沿岸が原産地で､

西暦 3-4世紀にはヨーロッパで栽培が行われており､13世紀にはスペインで

最初の品種が育成されたことが記録されている(Sjodin1966､Merkenschleager

1934)｡本種は初期生育や再生が旺盛で､収量性が高く､耐酸性土壌や耐湿性に

優れ､栽培が容易であるなどの特性から16世紀にはヨーロッパを中心に栽培地

が広がり､その後アメリカ大陸､オセアニア大陸へと伝播していった｡また､

本種は飼料作物としてのみならず､三園式休閑地の解消など土壌改良草として

近代農業の発展に不滅の功績を残している (山田 1963)｡

アカクローバは真正クローバ (Trueclover)として3小葉､頭状花､筒

状小花などの特徴があり､主茎は伸長せず冠部から叢生する分枝と太く長い直
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根をもつ (Leffel1963､山田 1963)｡ 本種の生殖様式は､他殖性で自殖率が極

めて低く､通常ヘテロ接合体であるため形質の変動が大きい｡個体の生存期間

は3年程度とされており､一般に多年生(perennial)として分類されるものの､

2年で枯死する個体もしばしば見受けられることから､短年性 (short-lived

perennial)に分類される場合もある｡染色数は野生種が2倍体 (2m=14)であ

るのに対して､多収性や永続性向上のために染色体を倍加した 4倍体の栽培品

種も育成されている (山口ら 2000)0

アカクローバが牧草として最初に日本へ導入されたのは1874年 (明治

7年)で､開拓使により北海道の七重開墾場で試作が開始された (村上 1967)｡

1914年(大正3年)には牧草および緑肥作物として北海道の普及奨励種となり､

その後本種の栽培が北海道 ･東北を中心に広がった (我有 1998)｡しかしなが

ら､アカクローバは耐暑性に劣るため関東以南では作付面積が少なく､現在の

主たる栽培地は北海道であり､道内においてはマメ科牧草種子流通量の約 45%

を占めている (北海道農政部 2005)｡その主な利用法は採草用であり､イネ科

牧草チモシーとの混播栽培が最も一般的である｡

アカクローバを初めとするマメ科牧草は草地の収量性を向上させ､根

粒菌との共生による空中窒素の利用によって肥料費を削減させるなど草地の生

産性向上に寄与する｡また､一般にマメ科牧草はイネ科牧草に比べてタンパク

質とミネラル含有量が高いため､飼料の品質と栄養バランスや噂好性の向上に

も寄与する (TaylorandQuesenberry1996)｡さらに､アカクローバは人体の

必須栄養素であるα-リノレン酸の生乳中における割合を高めるなど高機能成分
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保有に関する特性も着目されつつある (Dewhustら 2003)｡

一方､アカクローバは永続性に劣り草地から消失Lやすいため､草地

の栄養生産性を下げることが問題となっている｡これは､北海道のみならず世

界のアカクローバ栽培地帯における共通の問題であることから､アカクローバ

の永続性の改良が各国で試みられている｡現在､OECDリストに登録されてい

るアカクローバの品種数は 245品種で､多国籍企業を中心とした民間会社や公

的機関など様々な機関で育種が行われている｡しかしながら､これまで育成さ

れた品種の永続性は長くて 4年であり､草地の栄養生産性維持のためには少な

くとも1-2年の生存年数の延長が必要とされている (我有 1998)0

日本の品種育成の歴史は浅く､1966年に国産初のアカクローバ品種｢サ

ッポロ｣が北海道農業試験場において､また ｢ハミドリ｣が雪印種苗において

育成されたのが始まりである｡両品種は､いずれも多収性を育種目標として育

成された早生品種であった｡1970年代から80年代にかけては､染色体倍加に

よる永続性や収量性および耐病性の改良が注目され､国内では 4倍体品種とし

て北海道農業試験場で ｢タイセツ｣が､雪印種苗で ｢ハミドリ4n｣が､ホクレ

ンと海外種苗会社の共同で ｢ハヤキタ｣がそれぞれ育成された (山口ら2000)0

しかしながら､これらの4倍体品種は採種性が低いために種子生産のコストが

高く､イネ科牧草に対する競合力が非常に高いことから､現在ではほとんど栽

培されていない｡その後､｢サッポロ｣および ｢ハミドリ｣の後継品種として､

1989年から1993年にかけて永続性を改良した2倍体早生品種 ｢ホクセキ｣(北

海道農業試験場)､｢エムアールワン｣(三井東圧化学)､｢マキミドリ｣(雪印種
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苗)が育成された (山口ら2000)｡現在､国内において ｢ホクセキ｣および ｢マ

キミドリ｣が最も広く栽培されている品種である｡

先に述べた様に､永続性は一貫して改良すべき育種目標であるが､そ

の他の育種目標は栽培体系の変化により変わりつつある｡中でも収量性は､ア

カクローバの育種開始時から1990年代まで重要視された形質であり､1970年

代から90年代においては､海外導入品種を含めた全ての国内栽培品種は収量性

の高い早生品種となった｡しかしながら､その後北海道では混播相手であるイ

ネ科牧草の草種が再生性に優れるオーチャードグラスから晶質､越冬性に優れ

るが再生性に劣るチモシーへと変遷した｡この様なことから､現在では ｢収量

性｣とは逆の選抜方向を必要とする ｢再生の穏やかな｣アカクローバ品種が求

められている｡

アカクローバは自殖率が低く､優良個体の保持が困難であることから､

集団選抜法あるいは母系選抜法といった育種法が用いられている｡これらの育

種法は品種のヘテロ性を維持しながら目的の形質について選抜を行う方法であ

る｡言い換えれば､系統内において目的形質に関する方向性を揃えつつ同時に

多様な遺伝的背景をもつ個体を混在させなければならない｡従って､他の育種

法よりも目的形質に対する選抜効率が低い育種法であるとも言える｡しかしな

がら､コントラクターによる大規模栽培から放牧を主体とする家族経営まで

様々な酪農経営に伴う草地の栽培体系の多様化から､今日では社会情勢に応じ

た多彩な品種が求められており､様々な形質についてより効率的に選抜できる

育種法の開発が望まれている｡
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近年のめざましいゲノム学の進展は植物の遺伝学にも劇的な変化を及

ぼした｡シロイヌナズナ､イネ､ミヤコグサなどのモデル植物を中心に大規模

なゲノミックDNAや cDNAの塩基配列解読が行われ､遺伝子機能の解析が塩

基配列を中心としてゲノムワイドに行われている｡これらの情報は従来の遺伝

学ではとらえることの出来なかった多くの知見をもたらし､新たな生物学的発

見のみならず産業への応用としてゲノム情報を生かした新しい育種法の開発が

期待されている (Kang2002)｡現在､ゲノム情報を利用した育種法の開発には

大きく外来遺伝子導入による遺伝子組換え体の作出と DNAマーカーを用いた

有用形質の選抜 (MÅs:MarkerAssistedSelection)が考察されている｡収量性

やストレス耐性など重要な育種目標の多くはQTL(QuantitativeTraitIJOCi:量

的遺伝子座)に支配されており､複数の遺伝子が複雑に関与している｡そのた

めに､これらの形質の改良にはDNAマーカーを用いたMASによる改良が有効

であると考えられている｡

DNAマーカーとは遺伝子型の異なる系統､あるいは個体間のゲノムの

塩基配列の違い(多型)をマーカーとしてゲノム上に目印をつけるものであり､

多型の判別法により RFLP(Restrictionfragmentlengthpolymorphism)､

M D (RandomamplifiedpolymorphicDNA)､AFLP(Amplifiedfragment

lengthpolymorphism)､マイクロサテライ ト､SNP (Singlenucleotide

polymorphism)などいくつかの種類が存在する｡塩基配列は生物種で大きく異

なるため､配列の違いを検出するDNAマーカーは生物種ごとに作成するのが一

般的である｡作物を対象としたDNAマーカーの開発は15年はど前からイネ､
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トウモロコシ､ダイズなど主要作物を中心に行われてきた｡しかしながら､DNA

マーカーの開発は費用と技術を必要とすることから､主要作物以外の各作物で

はその整備が遅れている｡また､他殖性の牧草類は自殖性の作物に比べて遺伝

様式が複雑であることから､イネなどで確立されたマーカーの開発法と応用理

論を直接利用することが難しいため､マーカーの整備を一層遅らせる要因とな

っていた｡Ibm'lo11'um属においてもBarretら (2004)やHerrmannら (2006)

によるDNAマーカー開発の報告があるものの､公表されているマーカー数が極

めて少なく､目的形質の選抜マーカーを開発するのには十分でない｡

本研究は選抜 DNAマーカーを用いたアカクローバ育種法の開発の資

とすることを目的としてアカクローバの DNAマーカーの開発とその育種的利

用法について論ずる｡第一に､交雑育種法により混播適性と永続性を改良した

新品種の育成と野生種との種間雑種を利用した育種素材の開発について述べ､

交雑育種法の有用性と問題点を明かにした｡第二にRFLPおよびマイクロサテ

ライト配列を利用したDNAマーカーの開発と連鎖地図の作成を行った｡第三に

開発した DNA マーカーの育種素材に対する応用性の検証と越冬性に関する

QTL解析を行い､DNAマーカーの育種的利用法について論述した｡
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第1章 交雑育種法によるアカクローバの永続性向上のための育種的展開

アカクローバを含む他殖性植物は､異なる対立遺伝子が組み合わさっ

てできるヘテロ接合体がホモ接合体よりも適応上有利な特性のヘテロ優位性を

有している｡そのため育種において生産性に有利なヘテロシス (雑種強勢)を

高度に表す集団を開発するのが一般的である (藤巻ら 1992)｡ヘテロシスを効

果的に発現させる育種法として一代雑種育成法および集団合成法などが挙げら

れるが､これらの育種法は自殖系統の作成､あるいはエリートクローンの保存

が必要であることから､自家不和合性が極めて高く､また､クローンの長期保

存が不可能なアカクローバでは適用できない｡

このような現状のもとアカクローバの交雑育種においては､集団のヘ

テロ性を維持しながら複数の形質の選抜を行う集団選抜法と母系選抜法が用い

られてきた｡集団選抜法とは基礎集団から表現型のみにもとづいて個体を選抜

し相互交配を行う育種法であり､母系選抜法とは基礎集団の中で母系を認識し､

優良母系からさらに優良個体を選抜する育種法である｡アカクローバは選抜の

各段階で多交配を繰り返すため､優良個体を選抜しても交配された花粉親の組

み合わせによっては後代の表現型が選抜親と著しく異なるケースも起こりうる｡

そのために､基礎集団の段階で母系を認識する母系選抜法は花粉親が異なる場

合の表現型の違いをあらかじめ予想することが可能であり､集団選抜法に比べ

てより確実な選抜を行うことができる｡このことから､近年においてアカクロ

ーバの育種法は集団選抜法から母系選抜法に変わりつつある｡
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一方､実際の育種においては母系選抜法など確立された育種法を基本

とするものの､対象とする育種母材や育種目標によって選抜 ･採種の各段階に

応用を加える｡また､育種法のみならず育種母材にも選抜以外の変異を加える

など状況に応じた工夫が求められている｡特に､ストレス耐性や耐病性に関す

る有用遺伝子は野生種が栽培化する過程で失なわれることも多いことから､近

縁野生種との交雑を利用してこれらの有用遺伝子に関する育種素材の変異幅を

広げることは有効な方法の一つである｡

以上のことから､本章では交雑育種法によるアカクローバ育種の実例

として､第 1節では母系選抜法を基本としイネ科牧草 ･チモシーに対する混播

適性と永続性を改良した品種 ｢ナツユウ｣の育成と特性について報告し､第 2

節では近縁野生種との種間交雑を利用したアカクローバにおける永続性育種素

材の開発について論述する｡

第1節 アカクローバ品種 ｢ナツユウ｣の育成とその特性

1.緒 言

北海道では､最近 15年の間にアカクローバの混播相手であるイネ科牧草

がオーチャードグラスから再生力の低いチモシーへと変遷した｡これを境に既

存の早生品種より競合力が小さく､越冬性および永続性に優れるアカクローバ

品種の育成が求められてきた (磯部 2000)｡これまでのアカクローバの主たる

育種目標は永続性と収量性であり､競合力､すなわち再生が穏やかな品種の育

成は収量性の向上を目指していた育種とは対局にあった｡一方､永続性は古く
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から改良すべき重要な形質であるものの複数の遺伝的要因が関与し､環境によ

り遺伝子の発現が異なることから選抜が非常に困難な形質である｡一般に､末

選抜の新たな形質について育種を行う場合は､育種母材の遺伝的変異を広げる

ことが有効であるが､その際には､永続性のような複数の形質の高度なバラン

スの上に成り立つ形質を損なう危険性が高い｡

そこで､本節は国内外の多数の系統を母材として育種母材の変異を広げ､

母系選抜法を用いて複数回かつ複数の場所で選抜を行うことにより育成された

競合力が穏やかで永続性に優れる品種 ｢ナツユウ｣の育成経過と特性について

述べる｡

2.材料および方法

(1)育種母材および育種法

供試材料は ｢Kuhn｣､ ｢Lakeland｣および ｢サッポロ｣とトルコか

ら導入した極早生系統などからなる44系統 ･品種の計3600個体の2倍体基礎

集団を育種母材として用いた｡育種法には母系選抜法を適用した｡

(2)系統適応性検定試験および特性検定試験による特性評価

1)供試系統と品種

同時に育成した ｢北海9号｣ (以下､ナツユウ)から ｢北海 12号｣ま

での 4系統を系統適応性検定試験および特性検定試験に供試して栽培適地にお

ける特性を評価した｡標準品種として早生の ｢ホクセキ｣を､参考品種として
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晩生の ｢クラノ｣を用いた｡

2)系統適応性検定試験

系統適応性検定試験は道内の5場所において1998年から3年間行った｡

検定場所は農林水産省北海道農業試験場 (現独立行政法人農業 ･食品産業技術

総合研究機構北海道農業研究センター)､北海道立根釧農業試験場､北海道立

天北農業試験場､北海道立北見農業試験場､北海道立畜産試験場 (以下北海道

農試､根釧農試､天北農試､北見農試､道立畜試)である (Fig.1)｡

Tablelは系統適応性検定試験の実施場所と試験設計の概要を示した｡

すべての試験地でチモシー早生品種 ｢ノサップ｣との混播試験を行い､さらに

北海道農試と北見農試においてはアカクローバ単播試験とチモシー中生品種

｢キリタップ｣との混播試験を行った｡

3)特性検定試験

根釧農試において耐寒性特性検定試験､新潟県農業総合研究所 (以下

新潟県農総研)において耐雪性特性検定試験､北海道農試において採種性検定

試験および個体植特性調査を実施した｡

耐寒性特性検定試験は雪腐病の薬剤防除のみを行った無除雪防除区､

雪腐病の薬剤防除と除雪を行った除雪防除区､雪腐病無防除で無除雪の無除雪

無防除区の3処理区を設けた｡除雪する区では越冬期間中､降雪の度に小型除

雪機により除雪し､積雪深をおおむね10cm以下に保った｡また､薬剤防除区

10
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Table1.Methodsforreionaltest.

Seedin

Date Tvpe Rate(g/a)
Nameoftest Stati｡nl)

No.ofharvests

1998 1999 2000_____=
2 3 3
2 3 3

Purestand

Mixedsownsward

HNAES May12
Kitami May27

HNAES May 12
Kitami May 27

with-Nosappu- Tenpoku May13
Konsen dun 10
HARC May26

row RC100
row RC30

sward RC30
sward RC30
sward RC30
sward RC30
sward RC30

TY150
TY120
TY150
TY150
TY150

MixedsownswardHNAES May12 sward RC30 TY150
with-Kirita u- Kitami Ma 27 sward RC30 TY120

0
0
0
0
0

6
6
6
6
6

0
0
6
6

4

4

4

4

4

2
2
1
1
2

3
3
3
2
3

3
3

3

2

3

HNAES:HokkaidoNatinalAgriculturalExperimentStation
Kitami:HokkaidoPrefecturalKitamiAgriculturalExperimentStation
Konsen:HokkaidoPrefecturalKonsenAgriculturalExperimentStation
Tenpoku:HokkaidoPrefecturalTenpokuAgriculturalExperimentStation
M C:HokkaidoAnimalResearchCenter



ではチオフアネ-トメチル水和剤 1000倍希釈液とメプロニル水和剤

1000倍希釈液を根雪前に10La-1の割合で散布した｡検定は2回 (1998年播種

および1999年播種)行い､判定は ｢ホクセキ｣を ｢中｣として7段階評価で行

った｡

耐雪性特性検定試験は1998年および 1999年の秋に標準播きと晩播き

を行い､消雪直後の葉腐面積率と消雪後 1-2週間後の枯死面積率から ｢ホクセ

キ｣を ｢中｣として5段階で判定を行った｡

飼料成分については2000年の試料についてCP (粗蛋白)含有量をケ

ルダール法により､ADF(酸性デタ-ジェント繊維)含有量とNDF(中性デタ

-ジェント繊維)含有量をデタ-ジェント法により分析した｡なお､これらの

分析は十勝農業協同組合連合会農産化学研究所に委託した｡

採種性検定試験は1区 6m2･3反復 の条播で行い､個体植特性調査は

1区26個体 ･2反復で種苗特性分類調査基準 (日本種苗協会)に基づいて調査

した｡

3.結 果

(1)育成経過

｢ナツユウ｣の育成経過を Fig.2に示した｡1980年に ｢Kuhn｣､

｢Lakeland｣および ｢サッポロ｣とトルコから導入した極早生系統等からなる

44系統 ･品種の計 3,600個体の2倍体基礎集団を養成し､1983年に 198個体

を選抜した｡1984年にミツバチによる多交配採種を行い､1985年に採種量の
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1980

1983

3600plantsof44varietiesorlines

198plants
1984 凸l
1985

1987

くPoJycrossing〉くSelectjonforhighseedproductivity)
2736plantsof49maternaHines

(selectionforlaterflowenngtimethan"sapporo")

91plantsof10materna川nes
1988 I- <Isotatedseedproduction,

くYieldtrialatHNAES〉

1994

1995

4maternaHines

くYieldtrialatKonsen>

くSelectionforlowcompetitiveab‖ityatsecondcrop>
くSelectionforSc/erot/nI'atrl'fo/I'orumresistancebyinocuAatjoninthefield>

PIantsof4materna=inesOrigina一seeds

く::::::コ selection ●- crossing

Fig.2.Breedingschemeof̀Natsuyu'
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多い49母系を選抜した｡これに由来する2,736個体を用いて2サイクル目の個

体評価を行い､1987年に｢サッポロ｣より晩生の10母系91個体を選抜し､1987

年と1988年に隔離採種を行った｡1992年から根釧農試と連携して10母系の生

産力を検定し､北海道農試と根釧農試において2番草の競合力が穏やかな4母

系を選抜した｡選抜した4母系について､病気の発生率を高めるために北海道

農試で菌核病病原菌 (Sclez10tlnL'atn'fol)'om m Eriksson)を圃場接種し､1995

年に萌芽に優れる個体を選抜して隔離採種し､種子を等量混合して系統を合成

して増殖 1代とした｡1996年と1997年に育種家種子 (増殖2代)を生産し､

1998年より系統の各地における適応性の評価 (系統適応性検定試験および耐寒

性と耐雪性､採種性に関する特性検定試験)を行った｡2000年に新品種として

の提案を行い､2001年に品種名を ｢ナツユウ｣として命名登録した (磯部ら

2002a)0

(2)特性評価

1)収量性

単播試験における ｢ナツユウ｣の収量は､北海道農試､北見農試とも

に ｢ホクセキ｣と同程度で ｢クラノ｣より高かった (Table2)｡混播試験にお

ける総乾物収量は､各試験地において ｢ホクセキ｣と同程度で､ ｢クラノ｣と

比較すると同程度か､もしくはやや高い値を示していた (Table3)｡これらの

結果から､ ｢ナツユウ｣の収量性は ｢ホクセキ｣と同程度で､ ｢クラノ｣より

やや高い結果であることが判明した｡
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Table3.Totaldrymatteryieldsoftwotimothycultivarsandredcloverinthemixedsownswardsfor

threeyears.

Nosa u Kirita

Cultivar HNAES Kitami Tenoku Konsen HARC Averae HNAES Kitami Avera

Natsuyu 98.4 94.8 101.6 96.4 101.2 98.4 100.3 98.2 99.2

Hokuseki (264.6)1) (276.5) (206.8) (203.0) (262.8) (237.3) (293.0) (292.6) (292.8)

Kurano 87.9 92.3 90.5 93.3 105.6 94.0 99.5 94.7 97.1

2) 8.65 ns 4.83 4.69 ns ns ns

1)Numbersinparenthesesaredrymatteryields(kga-1)oftimothyandredcloverwithーHokusekilforthree

years,andnumbersforothercultivarsaretheratios(%)toyieldsoftimothyandredcloverwith'Hokuseki..

2)'Lsd(5%)'showstheleastsignificantdifferenceatthe5%levelinthet-test,and'nsTstandsforlnotsignificant



2)混播適性

混播区のアカクローバ品種により､それぞれ ｢ナツユウ｣区､ ｢ホク

セキ｣区および ｢クラノ｣区とし､各区におけるチモシー早生品種 ｢ノサップ｣

および中生品種 ｢キリタップ｣の収量をTable4にまとめた｡3年間の ｢ナツユ

ウ｣区におけるチモシーの全収量は ｢ホクセキ｣区比で ｢ノサップ｣が 108%､

｢キリタップ｣で112%であり､チモシー両品種で高かった｡年次別にみると3

年目にその傾向が最も顕著であり､ ｢ナツユウ｣区の 3年目の ｢ノサップ｣の

収量は ｢ホクセキ｣区比120%であった (Table4)｡また､試験地別にみると､

少雪地帯に位置する北見農試､根釧農試で ｢ナツユウ｣区のチモシー収量が ｢ホ

クセキ｣区より顕著に高かった｡なお､天北農試では1999年に ｢ナツユウ｣区

においてチモシーの収量が減少しているが､この原因は干ばつの影響であるも

のと判断されており､2000年のチモシーの生育は回復している｡

アカクローバがチモシーの生育を抑圧する傾向が最も大きい 2年目 2

番草におけるアカクローバの乾物重割合 (マメ科率)は ｢ホクセキ｣区が 63%

と最も高く､次いで ｢ナツユウ｣区の54%であった (Table5)｡マメ科率の品

種間差は北見農試および道立畜試において顕著であった｡混播区におけるチモ

シー収量とマメ科率の結果からチモシーに対する ｢ナツユウ｣の競合力は ｢ホ

クセキ｣より弱く､ ｢クラノ｣より強いと考えられ､チモシー主体の管理を行

う草地において ｢ナツユウ｣は ｢ホクセキ｣より混播適性に優れると判断した｡
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Table4.Annuald matter主eldsoftimoth inthemixedsownswards.

Cultivar HNAES

1998 1999 2000

Natsuyu 85 98 111

Hokuseki (25.2)1) (44.7) (47.1)

Kurano 76 114 107

Nosappu

Kitami

.I.帆.,.r
,'十
.:.:
:r
:17

1999 2000

107 172

(37.9) (38.8)

121 90

nS nS

Nosappu

M C

1999 2000 Tota1

74 100 91

(27.4) (53.7) (90.6)

109 96 100

22.2 ns ns

Id':.千
.A.I.:
::I:
午

.:
Lsdr5%12)

Cultivar

nS nS

Konsen

1999 2000

105 126

(29.5) (50.9)

119 130

nS nS

Averageofthefivelocations

Total 1998 1999 2000 Total 1998 1999 2000 Tota1................................二二二二二二:::::::::::::二.......................................................................................二二二二__.....................................................................二二二二::::::::二................................................................................二二二二二二____...............................................................二二二二二::::::二..........................................................二:::::::::::::::::::::::::::::::::::二............=
114 108 110 106 108 95 101 121 108

(98.9) (47.8) (63.9) (50.1) (161.8) (26.8) (40.7) (48,1) (115.7)

120 111 121 151 127 96 118 116 112二二二二_______............二:::::::::::::::::二二二二二二二二二二二二二二二_____________............................二二二二二二二二二二二 ~~~
ns 8.7 19.7 41.2 19.0==== ~

Kiritappu

Kitami Averageofthetwolocations

Natsuyu

Hokuseki

Kurano

Lsd(5%)2)

Cultivar
HNAES

1998 1999 2000 Total 1998 1999 2000 Total 1998 1999 2000 Total

Natsuyu lO8 107 101 104 96 134 130 121.0 100 119 114 112

Hokuseki (20.4) (47.1) (66.7) (134.2) (36.5) (35.9) (51.5) (123.9) (28.5) (41.5) (59.1) (129.1)

Kurano 95 149 105 100 102 139 125 122 99 145 114 121

Lsd(5%) ns 43.3 ns ns ns ns ns ns

1)NumbersinparenthesesaretheannualdⅣmatteryields(kg/a)oftimothyinthemixedsownswardswith-Hokuseki-and
numbersforothercultivarsaretheratios(%)toyieldsoftimothywith'Hokuseki'.

2)'Lsd(5%)Ishowstheleastsignificantdifferenceatthe5%levelinthet-test,and'nslstandsfor'notsignificant'.



Table5.Redcloverratio onthed matterbasisof2ndcro in1999.

HNAES Kitam i

Nosat)I)uKiritat)I)u Nosat)I)uKiritat)I)u
Tenpoku Konsen HARC Average

Natsuyu 60 54 65 64 88
Hokuseki 67 66 77 73 83

Kurano 47 44 55 52 74

4

5

4

8

8

7

4

3

0

5

6

4
1) 14.9 14.5 12.1 7.8 7.3 ns 12.4

1)Lsd(5%)Showstheleastsignificantdifferenceatthe5%levelinthet･test,and'nsI

standsfor'notsignificant'.



3)永続性

アカクローバは一般に年間収量が播種翌年 (2年目)に最も高くなり､

その後の収量の低下程度が永続性の指標となる｡単播試験における 2年目に対

する3年目の収量比は北海道農試と北見農試の平均で ｢ナツユウ｣が76%であ

り､｢ホクセキ｣の60%と｢クラノ｣の44%より高い傾向を示した (Table6)0

また､単播試験における3年目の ｢ナツユウ｣の被度 (北海道農試)は8月お

よび10月ともに ｢ホクセキ｣と同程度で､ ｢クラノ｣より高い値であった｡一

方､ ｢ナツユウ｣の欠株率 (北見農試)は全ての調査日において ｢ホクセキ｣

および ｢クラノ｣より若干低い値であった (Table7)0

以上のことから ｢ナツユウ｣の永続性は ｢ホクセキ｣および ｢クラノ｣

より優れているものと判断した｡

4)開花特性

Table8に単播試験における1番草の開花始日と生育型を示した｡ ｢ナ

ツユウ｣の1番草の開花始日は試験場所により｢ホクセキ｣との関係が異なり､

北海道農試では ｢ホクセキ｣より0.4日遅く北見農試では0.6日早かったが､平

均すると ｢ホクセキ｣より0.1日早く､はば同日であるものと判断した (Table

8)0 1年目秋の生育型で値が最も高かったのは ｢ホクセキ｣の5.5で､次いで

｢ナツユウ｣の4.3であり､ ｢クラノ｣は1.4であったことから､ ｢ナツユウ｣

は ｢ホクセキ｣より非開花型で ｢クラノ｣より開花型であるものと判断した｡
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Table6.Ratio(%)ofredcloverdrymatter

yieldofthethirdyeartothatofthesecond
yearinthepurestand.

Cultivar HNAES Kitami Average

Natsuyu
Hokuseki

Kurano

9

4

2

6

6

4
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Table7.Coveragedegree(%)andmortalityrate(%)ofred
cloverinthepurestandinthethirdyear.

Cultivarcoveragedegree(%)1) Mortality(%)2)

8-Aug 18-Oct 12-May 5-dun 1-Nov
Natsuyu 94.5 96.3 34.5 11.0 20.5
Hokusekj 94.5 95.5 49.3 13.5 26.0
Kurano 87.5 89.3 53.3 14.8 18.3
し 2.51 4.00 18.80 ns ns

1)ResultsfわrHNAES.

2)ResultsforHokkaidoPrefecturalKitamiAgricultural
ExperimentStation.

3).Lsd(5%)Ishowstheleastsigni丘cantdifferenceatthe5%
levelinthet-test,andlns'standsfor'notsignificantT.
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Table8･Flowerlngdateofthefirstcropl)andgrowth
●

typeinthepurestand.

Cultivar HNAES Kitami AveraeGrowtht

Natsuyu +0.4 -0.6 +0.1
Hokuseki 17-Jun 23-Jun 0

Kurano2)

1)Averageof2ndand3rdyear･NumbersfわrHokuseki
areflOwerlngdatesandnumbersforothercultivarsare
comparativedatestothoseof-Hokuseki-.I+-andリmean
earlierandlaterflowerlngdatesthanthoseop
-Hokuseki-,respectively.

2)Kuranohadnotreachedbloomingstagedurlng
growlngperiodofthe丘rstcrop.

3)Ratedonascaleof1(rosettetype)to9(fullflowering
type)andevaluatedonSep.ll,1998atHNAES.
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Table9はアカクローバ3品種における開花程度(開花茎の多さの程度)

をまとめたものである｡ ｢ナツユウ｣の開花程度は単播試験および混播試験と

もに､各番草で ｢ホクセキ｣より小さく､ ｢クラノ｣より大きかった｡ ｢ホク

セキ｣との開花程度の差が最も異なるのは 2番草で､その傾向は北見農試､根

釧農試､道立畜試で顕著であった｡

以上の結果から ｢ナツユウ｣は早生に属し､2番草の開花程度が ｢ホク

セキ｣より小さいものと判断した｡

5)障害抵抗性

① 越冬性

越冬中の傷害に関する抵抗性を評価するため､越冬性 (融雪直後の株

の傷害程度)､萌芽の良否､春の草勢および早春の被度を指標として異なる試

験地で調査をした結果をTablelOにとりまとめた｡混播試験では耐冬性､萌芽

良否および春の草勢は ｢ホクセキ｣および ｢クラノ｣と同程度であったが､早

春の被度は ｢ホクセキ｣および ｢クラノ｣より優れており､ ｢ナツユウ｣の越

冬性は ｢ホクセキ｣ ｢クラノ｣より優れていると判断した｡

② 病害抵抗性

Tablellは異なる試験地における病害発生結果の品種間差異について

示したものである｡うどんこ病抵抗性および菌核病抵抗性は ｢ナツユウ｣が最

も高く､ついで ｢ホクセキ｣､ ｢クラノ｣の順であったOウイルス病抵抗性は
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Table9.FloweringdegreeofthethreecultivarsinthePureStandandthemixedsownsward.1)

Purestand

CultivarAverageofHNAESandKitami
lst2) 2nd 3rd

Mixedsownsward

Averaeoffivestations HNAES3)Kitami3)TenpokuKonsen HARC
1st 2nd 3rd 2nd 2nd 2nd 2nd 2nd

Natsuyu 3.7 6.3 2.4
Hokusekj 3.7 6.9 3.1

Kurano 1.2 2.1 1.3

4.1 4.7 1.3 5.5 5.5 5.8 4.8 2.9

4.4 5.8 2.0 6.5 6.8 6.1 6.5 4.1

1.0 1.7 1.0 2.2 1.8 2.1 1 1.0

4) 0.48 0.38 0.38 0.76 0.94

1)Ratedonascaleof1(nostemwithflowers)to9(manystemswithflowers).Averageof1999and2000.

2)lst,2ndand3rdmeanthefirst,secondandthirdcmp,respectively･

3)Averageof･Nosappu･and･Kiritappu･

4)TLsd(5%)lshowstheleastsignificantdifferenceatthe5%levelinthet-test'.



Table10.Characteristicsrelatedtooverwinterin ｡fthethreecultivars.1)

Cultivar winterhardiness2) spmut2) Regrowthinspnng2)

pure3) Mixed4) Pure Mixed Pure Mixed

Coveragedegree

inearlyspring(%)
Pure Mixed

Natsuyu 8.5
Hokuseki 7.3

Kurano 6.5

93.8 55.4

83.8 45.6

85.0 48.4

Lecations HNAES Konsen,Tenpoku HNAES HNAES,Kitami,Konsen Kitami Konsen,Tenpoku HNAES HNAES
HARC Kitami Ten HARC HARC Ten

1)Averageofeachlocations･

2)Ratedonascaleof1(poor)也9(good).

3)purestand.

4)Mixedsownsward.



Tablell.Suscetibilittodiseaseofthethreecultivars.1)

cultivar Powdery crown Virus Blackleaf Rust Stemphylium
ht leafsmildew andstemrot disease bri

Natsuyu
Hokuseki

Kurano

1.0 1.9 2.6

1.0 1.0 2.4

3.0 1.3 2.7

No.ofinvestigations 20 2 1 2 3 21
No.oflocations 3 1 1 1 7 2

1)Ratedonascaleof1(slight)to9(severe).

2)Averageofeachinvestigation･



｢ホクセキ｣と同程度で､ ｢クラノ｣より強かった｡ ｢ナツユウ｣の果菜枯病

およびさび病抵抗性は ｢ホクセキ｣と同程度かやや弱く､ ｢クラノ｣と同程度

だった｡輪紋病抵抗性は ｢ホクセキ｣および ｢クラノ｣と同程度であった｡

③ 耐寒性

耐寒性は根釧農試で行われた特性検定試験により評価を行った｡なお

1998年の根雪日数､最大積雪深はともに平年並であったが､1999年は降雪量

が多く､根雪日数は平年比+22日で最大積雪深は平年比+44cmであった｡1998

年の播種および 1999年の播種ともに越冬後における ｢ナツユウ｣の被度､萌芽

良否および春の草勢が ｢ホクセキ｣より高く､ ｢ナツユウ｣の耐寒性は ｢やや

強｣と判定された (Table12)0

④ 耐雪性

耐雪性は､新潟県農総研で行われた特性検定により評価した｡1998年

播種試験区と､1999年種播試験区はともに枯死面積率と葉腐面積率に系統間差

が認められず､ ｢ナツユウ｣の耐雪性は ｢中｣と判定された (Table13)0

⑤耐倒伏性

｢ナツユウ｣の耐倒伏性は ｢ホクセキ｣と同程度で､ ｢クラノ｣より弱

かった (Table13)0
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Table12.Coldhardinessofthethreecultivarsintheurestand.1)

Cultivar

Plantcover(%)

inearlyspnng
Sprout Vigorinearlyspring2)Rawyieldratio(%) Cold

sn｡W2) Rem2) snow Rem Snow Rem
Rem/Snow3) hardiness4)

Natsuyu 89 68 5.5

Hokuseki 83 53 5.6

Kurano 86 52 6.3

9

0

4

2

2

2

6.4 6.0

6.4 5.8

6.4 5.9

3

2

6

6

6

6

LH

M

LH～M

1)Averageof1999and2000atKonsenStation･
2)-snow･meanssnowICOVeredplots.･Remlmeanssnow-removedplots.BothplotswereSclemtlnL･atnTob･omm
controlledbypesticide.

3)Theratios(%)ofrawyieldsof-Rem-tothoseof-Snow-.

4)sevenlevels:VH,H,LH,M,LS,S,VS(H:hardy,M:intermediate,S:susceptible,Ⅴ:very,L:alittle.).



Table13.Snowenduranceandlodgingofthethreecultivarsinthepure
stand.

SnowenduranceatNiigatalnst.

cultivar Leafrotarea(%) Mortality(%)in Snow

inearlysprm gl) earlysprlngl) endurance2)

1999 2000 1999 2000 1999 2000

Lodging3)

Natsuyu 85 63

Hokuseki 82 73

Kurano 87 43

45 63 M M

58 77 M M

53 53 M M

0

9

7

4

3

2

1)Resultofstandardsowlng･
2)Fivelevels:VH,H,M,S,VS(H:hardy,M:intermiediate,S:
susceptible,Ⅴ:very.).
3)Ratedonascaleof1(slight)to9(severe).AverageofKitami,Tenpoku,
KonsenandHARC.
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6) 形態的特性

Table14は形態的特性についてまとめたものである｡単播試験および

混播試験における ｢ナツユウ｣の草丈は ｢ホクセキ｣より若干低く､ ｢クラノ｣

より高い傾向を示し､このことは 2番草において顕著に認められた｡小葉の大

きさは長さ､幅ともに ｢ホクセキ｣より若干大きく､ ｢クラノ｣と比較すると

長さは同程度で幅が若干狭かった｡茎の太さは ｢ホクセキ｣と比べて同程度で､

｢クラノ｣より細かった｡

7)採種性

採種量は｢ナツユウ｣､｢ホクセキ｣､｢サッポロ｣がそれぞれ24.6kg/a､

26.2kg/a､17.9kg/aであり ｢ナツユウ｣は ｢ホクセキ｣と同程度で､同じく早

生品種である ｢サッポロ｣より高かった (Table15)0 ｢ナツユウ｣の採種性

に関する収量構成要素についても ｢ホクセキ｣と同程度で ｢サッポロ｣より優

れていた｡以上のことから ｢ナツユウ｣の採種性は ｢ホクセキ｣と同程度で ｢サ

ッポロ｣より優れると判断した｡

8)飼料成分

Table16に各品種の飼料成分を示した｡ ｢ナツユウ｣のCP含有率は

｢ホクセキ｣と同程度であり有意差が認められなかった｡また､ADF含有率お

よびNDF含有率は｢ホクセキ｣との間で有意差が認められなかったことから｢ナ

ツユウ｣の飼料成分は ｢ホクセキ｣と同程度であるものと判断した｡
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Table14,Morpholoicaltraitsofthethreecultivars.

Plantlen
Cultivar Purestand Mixedsownsward

1st 2nd 3rd lst 2nd 3rd

Leaf Leaf Stem

length2) width2) diameter2)

Natsuyu
Hokuseki

Kurano

76.5 62.0 30.5 79.1 67.4 34.3

75.3 70.5 32.5 78.4 70.3 35.1

62.0 50.0 26.3 75.1 59.1 31.4

60.0 31.0 4.8

56.9 30.7 5.0

60.9 36.0 5.5

No.ofinvestigations 4 4 4 14 14 10 3 3 1
No.oflocations 2 2 2 5 5 4 2 2 1

1)Averageof2ndand3rdyears･

2)Averageofeachinvestigation･



Table15.Seed roductivitofthethreecultivarsinthe urestandl).

No.of No.of No.of No.of Pureseed

Cultivar stems nowerheads norets seeds Fertility yield
/m2 /stem /head /head

Natsuyu 90.1 4.8 110.3 64.6 58.5 24.6
Hokuseki 95.8 5.3 105.5 64.4 61.8 26.2

oro 87.4 4.5 105.2 66.9 63.5 17.9

2) ns ns 8.87 ns 6.64 3.75

1)Averageof1999and2000data･

2)'Lsd(5%)'showstheleastsignificantdifferenceatthe5%levelinthet-

test,andTns'standsfor-notsignificantl.
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Table16.Chemicalcom ositionofthethreecultivars.1)

Cultivar Cruderotein ADF2) ND F 3)

1st 2nd 3rd lst 2nd 3rd lst 2nd 3rd

Natsuyu 16.0 22.5 20.7 26.0 24.9 31.6 38.2 37.0 44.2
Hokuseki 15.7 19.7 19.8 28.4 27.5 34.8 40.8 39.8 47.8

Kurano 18.8 22.4 22.5 26.3 23.8 33.1 38.5 35.8 45.8

ns ns 1.80 ns ns ns ns ns ns

1)Drymaterbasis(%).SampledatHNAESin2000.

2)Aciddetergentfiber･

3)Neutraldetergentfiber･
4)'Lsd(5%)'showstheleastsignificantdifferenceatthe5%1evelinthet-test,and'ns'standsfor

'notsignificantT.



4.考 察

一般に混播草地における理想的なマメ科率は 30%前後とされているが､

本試験では全ての試験地でマメ科率が40%以上の高い値を示した｡その中で｢ナ

ツユウ｣のマメ科率とチモシー収量はともに ｢ホクセキ｣と ｢クラノ｣の中間

であったことから､ ｢ナツユウ｣のチモシーに対する競合力は ｢ホクセキ｣よ

り穏やかで ｢クラノ｣より高いものと判断した｡中島ら (1992)が根釧農試で

行った試験結果では､北海道の優良早生品種のなかでは ｢ホクセキ｣の競合力

がもっとも穏やかであったと報告している｡ ｢ホクセキ｣よりさらに競合力が

穏やかな ｢ナツユウ｣は､既存の北海道の早生品種の中で競合力が最も穏やか

な品種であり､チモシーの植生維持を優先する場合に利点があると考えられる｡

｢ナツユウ｣の競合力が穏やかな要因として 2番草の開花程度が小さ

く､草丈が低いことが考えられる｡その理由として､基礎集団から ｢ホクセキ｣

より開花日が遅いものが選抜され､その中から早生の系統が選抜されたことが

挙げられる｡山口ら (1991)はアカクローバにおいて開花の早晩と開花程度の

間には正の相関があることを指摘しているが､本育成経過においては両形質の

間で遺伝的な組み換えが生じたことで､開花の早晩と開花程度の相関が打破さ

れ､早生で開花程度の低い母系が選抜されたものと推察した｡さらに生産力検

定により競合力について選抜したことで､競合力の穏やかな特性が付与された

ものと考えられる｡

競合力に対する ｢ナツユウ｣と ｢ホクセキ｣の差異は､特に北見農試､

根釧農試および道立畜試で明確に現れた｡山口ら (1991)は10品種系統の収量
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の反応性の違いから道内を 2つのグループ､すなわち道央､道北に位置する天

北農試､北海道農試および道立畜武からなるグループと､道東に位置する根釧

農試､北見農試のグループに二分した｡このなかで､開花が遅く 2番草の開花

程度が小さい品種は後者において収量が低い傾向にあることを指摘している｡

本節においても､特に北見農試､根釧農試､道立畜試で 2番草の開花程度が小

さい ｢ナツユウ｣の生長が緩やかになったと推察され､このことが競合力の地

域間差の要因となったものと考えられる｡一方､北見 ･根釧地域は 2番草の生

長が旺盛な従来の早生品種によるアカクローバの抑圧問題が多発している地域

である｡このことから､北見 ･根釧地域における 2番草の開花茎発生程度の品

種 ･系統間差異は他の地域に比べて大きく現れることが推察された｡

｢ナツユウ｣の永続性の高さには優れた越冬性が関与していると考え

られる｡品種 ･系統本来の特性が評価される単播試験において越冬性に関する

全ての項目で ｢ナツユウ｣は ｢ホクセキ｣ ｢クラノ｣より優れていた｡ ｢ナツ

ユウ｣が越冬性に優れる要因としては菌核病抵抗性と耐寒性の向上があげられ

る｡積雪下病害の一つである菌核病は羅病の甚だしい時は枯死に至り､枯死に

至らない場合もその後の生育に大きな影響を与える重要病害である(Matsu-ura

ら1985)｡菌核病抵抗性について､育種過程の中では自然条件下で越冬した個

体 ･母系を3回選抜し､さらに病原菌を接種して個体を選抜している｡また､

菌核病抵抗性は2番草の開花程度と負の相関があることが指摘されており(山口

ら1992)､ ｢ナツユウ｣の2番草の開花程度が小さいことも菌核病抵抗性の向上

に影響していると推察した｡
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また､耐寒性の向上については ｢ナツユウ｣は国内育成品種では初め

て冬期の土壌凍結が厳しい根釧地域で選抜された品種であり､その選抜効果が

現れたものだと考えられる｡本節における試験では ｢ホクセキ｣を ｢中｣とし

て ｢やや強｣と判定したが､従来 ｢ホクセキ｣は北海道優良品種の中では耐凍

性が ｢強｣に判定された品種であり､それを上回る耐凍性を示したことから､

｢ナツユウ｣の耐凍性は北海道優良品種の中で最も高い品種であると判断した｡

永続性の向上はアカクローバ育種において不可欠の育種目標であり､冬期の条

件が厳しい北海道においては多雪地帯では菌核病抵抗性が､少雪地帯において

は耐凍性が大きな影響を与える (山口1995)｡本研究の結果から単播区の被度

と2年目の収量に対する3年目の収量比から ｢ナツユウ｣の永続性は ｢ホクセ

キ｣よりやや優れていると判断した｡さらに､ ｢ナツユウ｣は ｢ホクセキ｣よ

り菌核病抵抗性と耐凍性が高く､優れた越冬性を示したことから 3年目以降の

永続性について ｢ホクセキ｣よりさらに優れる可能性が高いものと考えられる｡

一般に､多くの要因が関与する永続性の改良は困難であるとされてい

るが､母系選抜法により永続性と混播適性に優れる ｢ナツユウ｣の育成に成功

した｡母系選抜法は永続性や混播適性の改良に有効であり､今後も同様の選抜

を行うことでさらに永続性が高くかつ再生性に特色のある品種の育成は可能で

あると考えられる｡一方､ ｢ナツユウ｣の育成には 20年の歳月を要している｡

社会情勢の変動が著しい今日において品種育成にも効率化が求められており､

今後は育成年限を短縮できるような新たな育種法の改良にも取り組む必要があ

ると考えられる｡
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以上のことから､北海道農試および根釧農試において母系選抜法を用

いて共同育成された品種 ｢ナツユウ｣は､混播適性と永続性に優れる特性を有

していることが明らかとなった｡

5.摘 要

アカクローバ品種 ｢ナツユウ｣は農林水産省北海道農業試験場および

北海道立根釧農業試験場で育成され､2001年に命名登録された｡ ｢ナツユウ｣

は母系選抜により育成された4母系の多交配による品種で､44品種 ･系統に由

来し､1回の個体選抜と3回の母系選抜を経て育成された｡

｢ナツユウ｣の収量性は早生品種 ｢ホクセキ｣と同程度であるが､混

播区でのチモシー収量が高く､3年目のチモシー収量は ｢ホクセキ｣比の 120

であった｡また､マメ科率は ｢ホクセキ｣より低く､晩生品種 ｢クラノ｣より

高く､ ｢ナツユウ｣のチモシーに対する競合力は ｢ホクセキ｣と ｢クラノ｣の

中間であると考えられた｡ ｢ナツユウ｣の競合力が ｢ホクセキ｣に比べ弱いの

は 2番草の開花程度と草丈が ｢ホクセキ｣より低いことが要因であると考えら

れた｡ ｢ナツユウ｣の萌芽良否および早春の草勢は ｢ホクセキ｣より若干優れ

る｡また､耐寒性は ｢ホクセキ｣を ｢中｣として ｢やや強｣で菌核病が ｢ホク

セキ｣および ｢クラノ｣より強いことから越冬性に優れると判断された｡ ｢ナ

ツユウ｣は永続性にも優れるが､越冬性の高さがその要因であった｡

｢ナツユウ｣の育成により母系選抜法が永続性と競合力の改良に有効

であることが明らかとなった｡一方､育成には20年を要していることから今後

39



は育成年限を短縮できるような新たな育種法の改良にも取り組む必要があると

考えられた｡

40



第2節 野生種との種間雑種を利用した育種素材の開発

1.緒 育

アカクローバの重要な育種目標である永続性は様々な要因が関与し､か

つ種内変異が小さいため､選抜育種を用いた改良により飛躍的に向上させるの

は困難な形質である｡一方､クローバ属の中には20年以上の永続性を示す野生

種があり､これらの野生種から永続性に関与する形質を導入すればアカクロー

バの永続性を改良できる可能性がある｡このような考えのもとに､これまでア

カクローバと野生種の間でいくつかの種間雑種が作出された｡最初に種間雑種

の作出に成功したのはTaylor(1963)らでZhdoll'umdl'uusumとの間であったO

そのはか､アカクローバとの雑種の作出が報告された種は､T pall)'dum

(Armstronら1970)､ThL'Z･tum (Schwerら1972)､Tsaz10Sl'eDSe(Cphillips

ら1982､Collinsら1983)､TalpestTe (Markerら1988､Phillipsら1992)

および T medl'um (Markerら1982､Nedbalkovaら1995､Sawaiら1990､

1995)である｡ 中でも地下茎を有し 20年以上生存する特性を有している T

medl'um(ジグザグクローバ)とアカクローバとの種間雑種は永続性育種素材と

して最も期待されている｡

一方､これらの種間雑種は実用的な育種素材として従来育種法による育

種プログラムの中に取り入れられた報告がない｡その理由として､作出された

種間雑種の多くは雑種弱勢により稔性が著しく低下し､植物体の獲得に腫培養

等を必要とするなど育種素材としての直接的な利用が困難であることが挙げら
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れる (磯部ら 1997a)｡ Anderson ら (1991)は雑種弱勢の回復のため T

amblguumxTrepens (シロクローバ)の種間雑種にシロクローバによる戻し

交雑を行い､通常の育種サイクルに組み込める程度まで稔性が回復した戻し交

雑第 3代を作出した｡このことは､戻し交雑によって稔性と草勢の回復が可能

であることを示している｡

Sawaiら(1995)はジグザグクローバとアカクローバとの種間雑種にア

カクローバを戻し交雑し､戻し交雑第 2代を得た｡戻し交雑後代の稔性と草勢

は後代になるにつれて回復したが､実用的な育種素材として育種サイクルへ組

み込めるほどには至らず､実用化のためにはさらなる戻し交雑を行う必要があ

ることを示唆した｡

本節ではSawaiら (1995)が作出したアカクローバの戻し交雑第2代

を用いて更なる戻し交雑を行い､圃場条件下における稔性と草勢を評価して戻

し交雑後代の育種素材としての実用性を評価した｡

2.材料および方法

(1)材料

Sawaiら (1995)が作出したジグザグクローバ/アカクローバの種間

雑種にアカクローバを戻し交雑し､戻し交雑第 3代および第 4代を作出した｡

Fig.3はその交雑の概略を示したものである｡

種間雑種の種子親はスウェーデンから導入したジグザグクローバ

(5947-14,2n=80)でアカクローバとの交雑親和性の高さによって選抜された
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T.medium

(2∩=10X=80)

OnecトげOmOSOme-doubled
treatment(

x T.pratense
(2n=4X=28)

hybridby.C聖 hicin_? × T.p,atense
2∩≧98)

Firstbackcrossprogeny(BC.) X T･pratense

r.一一｣

Secondbackcrossprogeny(BC2)X T･pratense

r - ｣

Thirdbackcrossprogeny(BC,)× T･pratense

Fourthbackcrosspro9eny(BC4)

Fig.3.Aschemeofbackcrossingofthehybridandthebackcrossprogenies.
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個体である (Isobeetal1998)｡雑種および戻し交雑後代の花粉親には4倍体ア

カクローバ品種 ｢タイセツ｣(2m=28)の 12個体を用いた｡ジグザグクローバ

とアカクローバとの雑種は､受精後 11-14日後に稔性を向上させるためにコル

ヒチンで染色体を倍加した｡得られた雑種個体はアカクローバと交配し､戻し

交雑第1代 (BCl)を得た｡その後アカクローバによる戻し交雑を3回行い､最

終的に戻し交雑第 4代 (BC4)を50個体得た｡種間雑種および BCl､BC2は完

熟種子が得られなかったため､腫培養により作出した｡BC3とBC4は完熟種子

が得られたため種子より養成した｡

得られた植物体は､開花を誘導するために200C18時間日長の温室内

で生育させた｡交配は､種子親側の除雄を行わず翼弁と竜骨弁を取り除いて､

アカクローバの花粉を70%エタノールで滅菌した鉛筆を用いて雌ずいに受粉し

た｡なお､近交弱勢をさけるために雑種および戻し交雑後代の交配は種子親 1

個体につき4個体以上のアカクローバを用いて交配した｡

(2)圃場条件下における永続性の評価

戻し交雑後代の各世代は株の充実を図るために､圃場での永続性を評価

する前に200C18時間日長の温室内で 1-2年間生育させた｡その後､各世代の

個体を順次圃場へ個体植 (80cmx50cm)で移植し､通常の栽培管理の下で生存

率を4年間調査した｡圃場へ移植した個体数はBClが 4個体､BC2が 6個体

BC3が75個体､BC4が50個体である｡
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(3)圃場条件下における採種性試験

圃場での採種性はBC3および BC4世代でのみ評価した｡永続性の評価

終了後に圃場に生存していたBC3の6個体とBC4の29個体をナイロンネット

で隔離した屋外ケージへ移植した｡移植個体は､開花期にケージ内でミツバチ

箱を設置して個体間による多交配を行い､未熟および完熟種子数を個体ごとに

調査した｡

(4)染色体数

雑種および戻し交雑後代の各個体の根端をサンプリングし､氷水(OoC)

に24時間浸潰したのちメタノールー酢酸 3:1混合溶液に一晩浸漬して固定した｡

その後､根端を5N 塩酸に12分60oCの条件で浸漬して加水分解し､蒸留水で

洗浄後フォイルゲン染色を行って 45%酢酸中で押しつぶした｡雑種と BCl､

BC2およびBC4の染色体数は温室内で成熟した植物体を用いて計測し､BC3の

染色体数は圃場で 2年間生育した個体を用いて計測した｡調査を行った個体数

はBClが7個体､BC2が7個体,BC3が21個体およびBC4が49個体である｡

なお､各個体の染色体数は異なる細胞から5回計測した値を平均し算出した｡

(5)稔性および蔚上の花粉量

種子稔性は､各個体につき5頭花を4倍体のアカクローバと交配させ､

活性のある腔数を計測し求めた｡

花粉稔性と蔚上の花粉量は5頭花から25小花をサンプリングして算出
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した｡小花のサンプリングは各小花の開花日とし､スライドグラス上で薪を2%

アセ トカーミン溶液により染色し､十分に染色された成熟した花粉の割合から

花粉稔性を推定した｡また､蔚上の花粉の量は評点により3段階で評価した (1:

花粉なし､2:花粉量小､3:アカクローバと同程度の花粉量)｡花粉なしと判定

された薪は未開であるとみなした｡

(6)小葉

小葉は､ジグザグクローバ､アカクローバ､BCl､BC3および BC4に

ついてその形態を調査した｡BC2は測定時に全個体が枯死していたため調査を

行わなかった｡開花期直前に葉の展開が完了した若い複葉 5枚について中央の

小葉の最大長と最大幅を測定した｡小葉の大きさの指標として小葉長×小葉幅の

積で､形の指標として小葉長/小葉幅の除で算出した｡

3.結果

Table17は戻し交雑後代における種子および花粉稔性について示した

ものである｡種子稔性はBClで 1.4%､BC2で 9.2%､BC3で20.1%､ BC4で

21.3%であり､花粉稔性はBClで 2.0%､BC2で9.8%､BC3で 21.1%､BC｡で

65.4%であった｡花粉稔性はBClからBC4まで世代が進むにつれて高くなった｡

種子稔性はBClからBC3までは世代が進むにつれて高くなったが BC3とBC4

の間には差異がなかった｡戻し交雑第 1代から第 3代においてははば全ての個

体の薪が開花時に開かなかった｡BC｡では31%の薪が開かず荊上に花粉が認め
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Table17.Seedandpollenfertilityofthebackcrossprogenies.

Femalefertility

BCI BC2 BC3 BC4

Numberofplants 7 7 58 50

Meanvalue(%) 1.4 9.2 20.1 21.3

Range (%) 0-3.6 1.6-28.6 4.9-34.5 7.2-39.1

SD 1.5 9.1 10.5 9.8
PollenfTertilit

BCI BC2 BC3 BC4

Numberofplants 7 7 58 50
Meanvalue(%) 2.0 9.8 21.1 65.4
Range (%) 0-4.6 2.3-36.8 0-89.7 5.4-96.1
SD 1.9 12.2 20.1 19.6
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られなかったが､残りの69%の個体は薪が開き､そのうち39%の個体は蔚上で

アカクローバに匹敵する花粉量が認められた (Table18)0

圃場条件下における採種性試験においてBC3は供試した6個体のうち

完熟種子を得たのは1個体で､1個体は未熟種子のみであり､残りの4個体は全

く種子を得ることができなかった｡BC｡は､供試した25個体の全てで完熟種子

を得ることができた (Table19). BC4の個体あたりの平均の採種数は124.6粒

で､そのうち完熟種子数の割合は 44.3%であった｡BC4の中における個体あた

りの採種数の変異幅は大きく､4-634粒の範囲であった｡

BClは圃場移植後 3年以内に､BC2は2年以内にそれぞれ全ての個体

が枯死した｡BC3の圃場における生存率は移植後 1-3年目にかけて急速に減少

し､4年間生存した個体は全体の7%であった (Fig.4)0 BC4の生存率はBC3

よりも高く､4年間を通じて 4倍体アカクローバと同等であり､その生存率は

61%であった｡

Table20に種間雑種と戻し交雑後代の染色体数を示した｡染色体数の

平均値はBClが 64.6本であるのに対しBC3が 33.5本であり､BClからBC3

の世代が進むにつれて染色体数が急速に減少した｡一方､BC4の染色体数の平

均値は30.9本でBC3との差はほとんど認められなかった｡各世代における染色

体数の平均値は期待値より少なく､BC3でその差が 4.5となり最大であった｡

BClとBC2では4倍体アカクローバと同数の染色体数 (28本)を有する個体は

認められなかったが､BC3では 20% (20個体中 4個体)の個体が､BC4では

21%(49個体中10個体)の個体がアカクローバと同数の染色体を有していた｡
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Table18･AmountofpollenontheanthersofBC4plantsl)･

Amountofpollen 1 2 3

Numberofplants2) ー 15 15 19

(%) 30.6 30.6 38.8

1)Twenty-fiveflorets(5floretsx5flowerheads)were

examinedfromeachplant.

2)1:nopollen,2:asmallamountofpollen,3:asmuch
pollenasonTpzlatenSe
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Table19.SeednumberofeachBC4plantpollinatedbyhoneybeesunder
fieldconditions.

Totalnumber

ofseeds/plant

Numberof Numberof Ratioofmatured

mature undeveloped seedstototal

seeds/plant seeds/plant seeds(%)

Meanvalue 124.6 46.8

Range 4-634 1-215

SD 166.8 55.9

77.8 44.3

0-526 12.9-100

123.1 21.6

Twenty-fiveBC4Plantswerepolycrossedinanyloncage.
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Table20.ChromosomenumberofthehybridbetweenTmedl'umXT.pzlatenSe
andbackcrossprogenies.

Hybrid BCI BC2 BC3 BC4

Numberofplants

Meanvalue

Range

SD

Expectedvaluel)

Differencebetweenmean
andexpectedvalues

1 7 7 21 49

≧98 64.6 44.9 33.5 30.9

60-68 42-46 28-40 28-36

2.93 1.57 4.19 2.20

108 68 48 38 33

-3.4 -3.1 ･4.5 -2.1

Expectedvaluewerecalculatedby(Pl+P2)/2.
Pl:Thechromosomenumberoffemaleparents.
P2:Thechromosomenumberofmaleparents.

52



Table21はアカクローバ､ジグザグクローバおよび戻し交雑後代の小

葉の形態について示したものである.4倍体アカクローバにおける小葉はジグザ

グクローバの小さく丸い形とは異なり大きく細長い形状であり､小葉長×小葉幅

ではアカクローバで 22.1､ジグザグクローバで 6.2であった｡一方､戻し交雑

後代では世代が進むにつれて小葉長×小葉幅は大きくなり､BC4では 15.1であ

った｡小葉長/小葉幅はアカクローバで1.4､ジグザグクローバで2.4であった｡

小葉長/小葉幅は戻し交雑後代の世代が進むにつれて小さくなり､BC4では1.5

であった｡ジグザグクローバにおいて発生する地下茎は7個体中3個体のBCl

で認められたがBC2以降の世代では認められなかった｡

4.考察

Taylorと Quesenberry (1996)は､アカクローバの基本染色体が 7

であり､ジグザグクローバが 8であることから､両者のゲノム構造は異なり､

交雑を行っても両種の染色体の対合は困難であり､種間雑種の稔性は著しく低

下することを報告している｡本研究においても種間雑種の稔性は低下したが､

アカクローバを戻し交雑したところ､後代になるにつれて稔性が回復し､特に

花粉稔性は BC4で 65.4%であった｡一方､種子稔性は BClからBC3の間では

回復が認められたものの､BC3と BC4の間での平均では差異が認められなかっ

た｡この原因として､戻し交雑に用いた 4倍体アカクローバ自体の種子稔性が

低いため､稔性回復が頭打ちになっていることが考えられる｡山口ら (2000)

は､｢タイセツ｣の種子稔性が33.3%であることを報告している｡本研究にお
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Table21.Leafletlengthandwidthofbackcrossprogenies.

Tmedl'um BCI BC3 BC4 T.pzlateDSと

Numberorplants

Length(cm)

Width(cm)

1 2 63 50 20

3.9 3.2 3.7 4.8 5.6

1.6 2.0 2.4 3.2 4.0

LengthxwidttMeanvalue 6.2 6.3 9.3 15.1 22.1

Range Range 5.4-7.1 3.4-28.8 6.4-27.5 16.3-28.5

SD SD 1.23 4.72 5.34 3.67

Length/widthMeanvalue 2A 1.6 1.6 1.5 1.4

Range 1.3-1.7 1.4-2.2 1.3-1.9 1.3-1.5
SD 0.03 0.27 0.21 0.04

NodatawasavailableforBC2,becausealloftheplantsdiedpriortOthetimeof
measurement.



けるBC4の中には ｢タイセツ｣と同程度の稔性を示す個体も認められたことか

ら､BC4世代での選抜により4倍体アカクローバと同等の種子稔性を有する集

団を育成することが可能であるものと考えられた (Isobeeta12001a)｡

クローバ属は一般に虫媒花であり､アカクローバの流通種子の生産に

は主にミツバチを用いる｡したがって開花時の開所程度と荊上の花粉量は品種

の採種性に重要な要因である｡BClからBC3までは開花時にほとんどの薪が開

かず､交配には薪の切開が必要であった｡それに対してBC｡では69%の個体で

開花時に薪が開いており､39%は薪上に十分量の花粉があったことからミツバ

チによる交配が可能であると考えられた｡本研究では実際の圃場におけるミツ

バチによる多交配において BC3個体はほとんど種子が得られなかったのに対し

て BC4個体では多くの種子を得ることができた｡このことから､BC4の稔性と

開荊程度が自然条件下における採種が可能である程度まで回復したと判断した｡

しかしながら､BC4の個体間では採種性にかなりの変異があったことから､雑

種弱勢の克服は個体により異なること､また､BC4の育種母材化にあたっては

世代内で稔性と開荊程度についてさらに選抜を行う必要があることが考えられ

た｡

種間交雑による雑種弱勢は草勢および永続性の低下も引き起こした｡

全てのBClおよびBC2個体と93%のBC3個体は圃場移植後4年以内に枯死し

た｡一方､BC4個体の圃場移植後4年目の生存率は61%であり､生存率の推移

は 4倍体アカクローバと同程度であった｡このことから､雑種弱勢による草勢

の低下はBC4において解消され､BC4の草勢が通常の育種サイクルに組み入れ
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られるまで回復していると判断した｡

アカクローバのゲノムにジグザグクローバのゲノムを導入するには両

種の染色体が対合し､組換えが生じる必要があることが報告されている(Taylor

とQuesenberry1996)｡しかしながら､本研究においては雑種をコルヒチンに

より倍加処理し､また戻し交雑に 4倍体アカクローバを用いたことから､戻し

交雑世代の染色体対合は同種由来同士の染色体で生じ､染色体間で組み換えが

生じるケースは希であったと推察される｡一方､79%のBC4個体が4倍体アカ

クローバの染色体数である28本よりも多くの染色体を持っていたことから､こ

れらの個体にはジグザグクローバ由来の染色体が残存しているものと考えられ

る｡また､BC4とアカクローバの間で小葉サイズと形が異なっていたことから

ジグザグクローバ由来の遺伝子が BC4個体で発現していた可能性が考えられる｡

このことから､戻し交雑によりジグザグクローバ由来のゲノムは序々に失われ

ていくものの､BC4世代においてもジグザグクローバ由来のゲノムは残存して

いることが示唆された (磯部ら 1997b)0

地下茎はジグザグクローバの永続性をもたらす重要形質のひとつで

ある｡本研究で得られた戻し交雑後代は BC2以降の世代では地下茎が発生しな

かった｡Markerら (1985)はジグザグクローバとアカクローバの種間雑種に

おいて､いくつかの雑種が地下茎を有しており､その形態がジグザグクローバ

と異なっていたことを報告している｡本研究の結果と Markerらの報告は､種

間交雑によりアカクローバにジグザグクローバの地下茎を導入することは困難

であることを示唆している｡
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戻し交雑後代を何世代まで進めるかという問題は雑種弱勢からの回

復と有用遺伝子脱落の可能性のバランスを見極めて決定されなければならない｡

本研究の結果から､BC4は4倍体アカクローバと同程度の稔性と永続性を有し､

かつジグザグクローバ由来のゲノムが残存しているものと考えられる｡このこ

とから､BC4が種間雑種を利用した育種素材として最もバランスのとれた世代

であることが判明した｡本研究で得られたBC4個体は､今後BC4個体間で多交

配を行い､稔性と永続性に優れた個体の選抜を行うことで従来のアカクローバ

の範囲を超えた永続性を有する品種 ･系統が得られる可能性があり､アカクロ

ーバに高い永続性を付与する育種素材として有用であるものと考えられる｡

5.摘要

4倍体アカクローバ(2n=28)と近縁野生種ジグザグクローバ(2h'(011'um.

medL'um,2n=80)の種間雑種に4倍体アカクローバによる戻し交雑を4回行い､

圃場における戻し交雑後代の稔性と永続性を評価した｡種子稔性と花粉稔性は

ともに戻し交雑世代が進むにつれて回復し､戻し交雑第4代 (BC4)の種子稔性

と花粉稔性はそれぞれ 21.3%と 65.3%であった｡BC4は圃場におけるミツバチ

による採種試験で完熟種子を得ることができた｡戻し交雑第1代から第3代は､

ほとんどの個体が圃場移植後 4年目以内に枯死したのに対し､BC4の 61%が 4

年間も生存していた｡

BC4の 79%は4倍体アカクローバの染色体数である28本より多い染

色体数を有していたOまた､BC4の小葉はアカクローバより小さくかつ細長い
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傾向にあり､BC4においてジグザグクローバ由来の形質が導入されたものと考

えられる｡

以上のことから､本研究で得られた BC4はアカクローバの永続性を高

める形質の改良素材として有用であるものと考えられる｡
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第2章 アカクローバにおけるDNAマーカーの開発と連銭地図の作成

DNAマーカーとはゲノム上の特定の塩基配列の違いを表す目印であ

り､それ自体は染色体の位置情報としての役割をもつ｡一方､QTL解析や相同

性解析によって特定の形質や遺伝子を DNAマーカーに関連づけることで形質

の遺伝様式の解明､選抜マーカーとしての利用､また品種 ･個体の識別などが

可能になることから､DNAマーカーは新しい育種技術としての活躍が期待され

ている (Kang2002)｡反面､ゲノム上の塩基配列の違いと保存性が植物種によ

り異なるため､DNAマーカーは植物種ごとに整備するのが基本である｡したが

って､DNAマーカー整備の最初のステップは対象作物種内で多型 (塩基配列の

違い)を示すマーカーの開発と各マーカーのゲノム上の位置情報を推定するた

めの連鎖地図を作成することである｡

DNAマーカーの多型検出法には数種類があるが､初期に開発されたの

は主としてRFLP (RestrictionFragmentLengthPolymorphisms)を利用し

たものである｡RFLPマーカーはヘテロ型を検出できる共優性マーカーで遺伝

子商域から比較的低コストに作出することができ､同一種の異なる解析集団に

おいて応用性の高いDNAマーカーである｡しかしながら､RFLPはDNAをメ

ンブレンに転写し､それに目的のDNA断片をハイブリダイゼーションさせる過

程を必要とするために多くの労力を要する欠点がある｡その後､比較的短い塩

基配列からなるオリゴヌクレオチドをプライマーとLPCR(PolymeraseChain

Reaction)を利用して多型を検出するM D(RandomAmplifiedPolymorphic
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DNA)マーカーや､また､PCRによって増幅したDNA断片を制限酵素で切断

して多型を検出するAFLP(AmplifiedFragmentLengthPolymorphisms)マ

ーカーが開発されるようになった｡これらのマーカーは他のDNAマーカーに比

べて多型検出率が高く､開発コストが低く､かつ簡便に解析を行えるという長

所があり､短所としてはへテロ型を検出できない優性マーカーであること､ま

た安定性に欠け､異なる解析集団への応用性が低いなどが挙げられる0

一方､マイクロサテライトマーカーは2-4塩基の短いモチーフの繰り

返し配列による多型を利用したマーカーであり､様々な植物種で開発されてい

る｡本マーカーは共優性マーカーとしてヘテロ座の検出が可能であり､解析が

簡便であるという利点があるものの､開発には濃縮ライブラリーの作成や多量

のシーケンス解析など高度な技術を要する｡さらにマイクロサテライトマーカ

ーで多型が検出されにくい植物種､またはゲノム商域において SNP (Single

NucleotidePolymorphism)を利用したマーカーも開発されている｡SNPマー

カーは共優性で多型検出率が高く､発現が安定しているが､解析費用が他のマ

ーカーと比べてかなり高いという欠点がある｡

DNAマーカーが開発された後､染色体上のマーカーの位置を組換え価

により連鎖解析を行うことで連鎖地図を作成することができる｡ その方法とし

ては､解析集団の両親間で多型を示すマーカーをスクリーニングし､これらの

マーカーの遺伝子型を解析集団の各個体について調べることで､マーカー間の

組換え価を算出し､これをもとにマーカーの座位を決定し連鎖地図を作成する

ことができる (Fig.5)｡一方で､マーカーの座位はあくまでも統計処理による
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推定値であることから､根拠となるマーカーの分離データの取得はできるだけ

誤差を無くするために単純で明解な方法を用いることが有効である｡

マーカーの分離比データがより単純かつ明解に取得できるのは自殖性

で2倍体の植物種である｡例えば､2つのゲノムがホモである個体AとAとは

異なるゲノムをホモにもつ個体 Bを交配させたFl個体の自殖後代 F2は､メン

デルの法則にしたがってA型ホモ :AB型へテロ:B型ホモが 1:2:1の割合

で分離する｡一方､高次倍数体の植物種や個体内のゲノムがヘテロである他殖

性の植物種は解析集団内で扱うゲノムの遺伝型が多くなるため､後代の遺伝型

の分離比は多様になり､遺伝解析が複雑となる｡このことから､連鎖地図の作

成は自殖性で2倍体の比較的解析しやすい作物種を中心に作成されてきた｡

マメ科植物における連鎖地図がミヤコグサ (LotusjaponL'cus)､タルウ

マゴヤシ (Med)'cagDtTunCatula)､ダイズおよびエンドウなど数種の作物で密

度の高い連鎖地図の作成が報告されている(Sandalら 2002､Hayashiら 2001､

Choiら2004､Songら 2004､Yamanakaら2005､Loridonら 2005)｡ 一方､

他殖性の牧草類では連鎖地図の作成が遅れており､マメ科牧草では通常4倍体

のアルファルファ (Medl'cagosatl'va)を 2倍体化した集団を用いて､Kissら

(1993)が最初の連鎖地図を作成したが､4倍体の集団を用いて染色体数と同

数に連鎖群を収束させた地図の作成は未だ公表されていない｡

本章では新しい育種技術の整備を目的としてアカクローバのDNAマー

カーの開発と連鎖地図の作成を行う｡第 1節ではRFLPマーカーによる連鎖地

図の作成について述べる｡また､第2節においてはアカクローバにおけるマイ
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クロサテライトマーカーによる高密度連鎖地図の作成について述べる0

第1節 RFLPマーカーによる連銭地図の作成

1.緒 育

連鎖地図の作成はマーカーの遺伝子型の分離をもとに組換え価を算出

するのが基本であるが､対象とする作物種のゲノム構造や開発費の規模に応じ

て解析集団やマーカーの種類など状況に応じた作成方法を選択する必要がある｡

例えば､遺伝子商域の塩基配列､すなわち遺伝情報物質であるmRNAを鋳型と

して人工的に作るcDNAをもとに作成できるマーカーはRFLPマーカー､マイ

クロサテライトマーカーおよびSNPマーカーの3種類がある｡このうち､マイ

クロサテライトマーカーとSNPマーカーは配列の違いを含むDNA断片を増幅

して多型判別を行うため､開発には大量のDNA断片の塩基配列解読と20塩基

程度のオリゴヌクレオチドからなるプライマーの合成が必要であり､高度な技

術と高い費用を必要とする｡一方､RFLPマーカーは多型判別に労力を要する

という欠点があるものの､多型を含むDNA断片を直接ゲノムDNAに貼り付け

るという方法をとることから､シーケンスやプライマー合成が不要であり開発

コストも比較的安価で行うことができる｡そこで､本節はRFLPマーカーの開

発とこれを用いた連鎖地図の作成について報告する｡
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2.材料および方法

(1)マッピング集団の作成

連鎖地図作成は通常 F2集団を用いて作成するが､自殖できない植物種

ではFl集団を用いて両親ごとの染色体の組換え価をもとにマーカーの位置を決

定するのが一般的である (Rirrerら 1994､Grattapagliaと Sederoff1994､

Hemmatら1994､Malepaaredら1997､Fig.5)｡その結果､一つのマッピング

集団から両親 (Pl､P2)に対応する2種類の連鎖群が形成されるが (Plおよび

P2特異的な連鎖群)､マーカーの中にはPl,P2のどちらにおいても多型が検出

されるマーカー (共通マーカー)が存在するので､この共通マーカーを橋渡し

にして各両親の連鎖群を統合し､一つの連鎖地図とする｡したがって､より多

くの共通マーカーを得ることは連鎖地図の精度を高めるのに重要である (Isobe

eta12002b)｡共通マーカーの割合の高さは両親のゲノムの相似の高さに比例す

るので､戻し交雑第 2代をマッピング集団として用いれば､戻し交雑第1代で

あるドナー親と戻し交雑親が理論上同一ゲノムを1セット持つことから､同一

ゲノム内に存在する特異的な塩基配列が共通マーカーとして検出されることに

なる (Fig.5)｡そこで､本研究では共通マーカーの数を増やすために戻し交雑

集団をマッピング集団として用いることにした｡

アカクローバ2個体 ｢WF1680｣と｢1588｣によるFl集団の作成を1997

年に全ロシアウイリアムス飼料作研究所で行った (Table21)｡花粉親として用

いた ｢WF1680｣はロシアの中心部で栽培される品種由来の個体であり､晩生で

白花 (劣性)をつけるという特性を持つ｡種子親に用いた ｢1588｣はロシアの
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Table21.PhenotypeofparentalplantsevaluatedinRussiain1997.

1588 2721) WF16802)

Planttype

Floweringtime

Flowercolor

Plantheight

Winterhardiness

Sizeandshapeofspots

onleanet

wintertype3) wintertype3) sprlngtype4)

veryearly early verylate

brightpink brightpink

short short

tolerant unknown

small,round
medium,

triangular

white

tall

medium

large,

triangular

1)-272-=̀1588'(♀)Ⅹ-WF1680-(♂);maternalparentofmapping
population.

2)Paternalparentofmapplngpopulation.

3)SpringregrOWthismoderateandfalldormancyislow.

4)SprlngregrOWthisvlgOrOuSandfalldormancyishigh.
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アルハンゲルスク地帯 (北緯65度東経40度)由来の野生個体であり早生でピ

ンク色の花をつける｡｢WF1680×1588｣のFl集団から ｢1588｣に形態が似てい

る個体を選び ｢272｣と名付けて種子親とし､｢WF1680｣による戻し交雑を行

って後代167個体をマッピング集団として用いた｡

(2)RFLP解析

DNAは葉齢の若い葉から抽出した｡抽出法はDoyleら(1990)が報告し

た CTAB (臭化セチルトリメチルアンモニウム)法を一部改良したものを用い

たOすなわち､2%CTAB溶液に100mM TrisIHCl(pH8.0)､20mM EDTA､

0.7M NaCl､0.3M ソルビトール､0.5% ポリビニルピロリドン､2%ポリエチ

レングリコール､0.3%メルカプトエタノールを混合した溶液である｡各3コgの

DNAをBamHI､DTaI､EcoRI､Hl'mEII､KpnIおよびPs丘の6種類の制限

酵素で切断し､0.6%アガロースで電気泳動した後にナイロン膜 (Hybond-N+､

AmershamPharmaciaBiotec社)上に転写した｡

RFLP解析におけるサザンハイブリダイゼーションのプローブにはアカ

クローバのcDNA由来の断片を用いた｡アカクローバ品種 ｢ホクセキ｣の幼苗

からTRIzol溶液 (LifeTechnologies社)を用いて全RNAを抽出した.CDNA

ライブラリーの作成はcDNAライブラリー作成キット(Stratagene社)を用い､

マニュアルに従って作成した｡全 2213のcDNAクローンより､マッピング集

団から任意に選んだ8個体のDNA上でサザンハイブリダイゼーションにより多

型を示し､かつ明瞭な RFLP断片が検出できるクローンのスクリーニングを行
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った｡サザンハイブリダイゼーションにはAmersham PharmaciaBiotec社の

ECLdirectlabelingsystemで標識されたプローブを用い､シグナルをⅩ線フ

イルムに感光させてバンドの検出を行った｡スクリーニングした cDNAについ

てマッピング集団の全個体に対するRFLP解析を行った｡

(3)連鎖解析

連鎖地図は解析ソフトウエア JoinMapversion2.0 (Stam andVan

Ooijin1995)により各マーカーの両親の遺伝子型の分離比データを用いて作成

した｡各座の分離比はカイ 2乗検定によりJMSLAモジュールを用いて検出し

た｡データの群分けはJMGRPモジュールを用いてLOD値4.0で計算した｡こ

の段階でどのグループにも属さなかったデータセットは解析から除外した｡組

換え価はJMRECモジュールにより閥値をLOD値を0.01､REC値を0.49とし

て計算した｡連鎖群内の座の並びはJMMAPモジュールによりコサンどの関数

で閥値をLOD値で2.0､REC値で0.35として行った｡この段階で連鎖群内の

並びが決定しなかったマーカーは解析から除外した｡

3.結果

(1)マーカー開発

スクリーニングを行った 2213の cDNA プローブのうち 36%(808)の

cDNAプローブがマッピング集団の8個体間で明瞭なバンドが認められ､5.5%

(121)のcDNAプローブが多型バンドを検出した｡これら121のcDNAプロ

67



-ブを用いて全マッピング集団に対する多型解析を行ったところ､65の cDNA

プローブによりマルチバンドが検出された｡これらのマルチバンドは異なるマ

ーカーとして扱い､連鎖地図上で同一座に位置づけられた場合には同一マーカ

ーとみなした｡cDNAプローブの大きさは約800bp-3kbpの間であり､平均値

は1.7kbであった｡

121の cDNAプローブから 249マーカーの遺伝型データを取得し､

JoinMAPのJNGRPモジュールにより群分けしたところ､191マーカーが7つ

の連鎖群に分けられ､58マーカーはどの連鎖群にも属さなかった｡群分けされ

た191マーカーの連鎖群内の並びをJMMAPモジュールで決定したところ､33

マーカーがデータ解析から除外され､158マーカーの連鎖地図上の位置を決定し

た (Fig6).各連鎖群は､距離の長い順にLGlからLG7までの番号を付与し､

21のマルチバンドは同一座に位置づけられたことから､10マーカーとみなした｡

なお､1つのマーカーが複数の座に位置づけられることはなかった｡位置が決定

した 158マーカーのうち 1マーカーは劣性形質である白花の形態マーカー

(Flower-C)で残りの157マーカーがRFLPマーカーである｡Flower-CはLGlの

末端から8.OcMに位置づけられた｡

連鎖地図上のRFLPマーカーは90個のcDNAプローブに由来した｡そ

のうち41のcDNAプローブはマルチバンドを検出し､残りのプローブはシング

ルバンドを検出した (Table22)0 1つのcDNAから検出されたマルチバンドの

数は2-6個で､全体の45%が2個のマルチバンドを検出したcDNAプローブ

であった｡4-6個のマルチバンドを検出したcDNAプローブは同一プローブ由
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Table22.NumberofCDNAprobesthosedetectedmultiplepolymorphic

bands.

Numberofbands1)
Number of cDNAprobes

Total WithinLG2) ArpongLGs3)

Singlebands

Multiplebands

2

3

4

6

22

14

4

1

17

4

0

0

5

10

4

1

1)Numberofpolymorphicbandsthosewereindividuallydetectedbyone

CDNAprobe.

2)NumberofCDNAprobesthosemultiplepolymorphicbandsidentified

markerslocatedonthesamelinkagegroup.

3)NumberofCDNAprobesthosemultiplepolymorphicbandsidentified

markerslocatedonseverallinkagegroups.
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来の複数のマーカーが異なる連鎖群に位置づけられた｡一方､2つのマルチバン

ドを検出したcDNAプローブでは同一プローブ由来のマーカーで全て同一連鎖

群内に位置づけられた｡

連鎖地図の全長は 535.3cM で各連鎖群の長さは 63.7cM (LG7)から

104.6cM (LGl)であった (Table23)0 2つの座 (マーカーにより位置づけら

れた座位)の平均距離は3.4cMで､座間の距離が最も長いのはLGl上のC1483a

とC27の間で23.2cMであった｡ドナー親 (種子親 :272)に特異的な座位と反

復親 (花粉親 :WF1680)に特異的な座位および共通に有する座位は､それぞれ

7つの連鎖群上に分散した (Table23)｡連鎖地図上の全ての座位はその41%が

ドナー親に特異的で､22%が反復親に特異的であり､残りの37%が両親に共通

な座位であった｡共通の座位の分離の型はabxac､aoxaoおよび abxabに分け

られるが､aoxao型のマーカーが最も多かった｡

分離の歪みは地図上の37%の座位で認められ､地図上に分散して位置づ

けられた (Table24､Fig.6)｡分離比が歪んだ座位の割合はその分離型によっ

て異なり､共通に存在する座位の中ではabxab,aoxao型ではぼ全て分離が歪み､

abxac型では 36%が歪んでいた｡両親に特異的な座位は共通の座位に比べて分

離の歪みが少なく､ドナー親に特異的な座位で9.4%､反復親に特異的な座位で

5.7%だった｡

4.考察

本節では､157RFLPマーカーと1形態マーカーによる7つの連鎖群に
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Table23.Mapdistanceandnumberoflocusof7redcloverlinkagegroups.

Linkage Length Mean

distance
groups (cM)

(cM)

Numberoflocus

abxaal) aaxab abxac aoxao abxab Total

LGl 104.6

LG2 83.3

LG3 80.7

LG4 72.4

LG5 65.8

LG6 64.8

LG7 63.7

Tota1 535.3

(%)

7.0

3.3

2.1

3.6

3.0

3.2

3.5

3.4

7 3 1

8 6 3

16 8 3

16 1 1

5 7 1

4 6 2

8 4 0

4 0 15
8 0 25
10 1 38

2 0 20

9 0 22
8 0 20
6 0 18

64 35 11 47 1 158

40.5 22.2 7.0 29.7 0.6

1)Segregationtypeofthelocus.abxaaandaaxabwerederivedfromdonorand

recurrentparents,respectively(mono-parentallocus).abxac,aoxaoandabxab

werederivedfrombothparents(bi-parentallocus).
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Table24.Numberofdistortedsegregationmarkersanddistortionratio.

Segregation Numberoflocus Distortion

types Normala) Distorteda) ratio(%)

abxaa

aaxab

abxac

aOXaO

abxab

Total

9.4

5.7

36.4

97.9

100.0

37.3

a)SignificantatP<0.05.
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分かれたアカクローバの連鎖地図を作成した｡本連鎖地図はクローバ属で最初

に作成された連鎖地図である (Isobeeta12003)｡アカクローバの基本染色体数

は 7本であり､連鎖群と同数であることから各連鎖群は各染色体に対応すると

考えられる｡連鎖地図の全長は535.3cMであったが､この値はアカクローバと

ゲノムサイズがはば同一であるLotusjapoDL'cusの連鎖地図(Hayashiら 2001)

の全長487.3-481.3cM を考慮すると､有効な値であるものと考えられた｡

158マーカーが地図上に位置づけられ､91マーカーが解析から除外され

た｡このことは､各両親の連鎖地図を統合して一つの連鎖地図にする過程にお

いて､両親共通のマーカーが十分でない場合に起こり､その数も増加する｡例

えば､LG3上の末端から43.4cMの位置に座乗する共通マーカー､C1770C(aoxaO

型)を除外して LG3の連鎖群の並びを計算した場合に､LG3は 38座による

80.7cM の連鎖群から23座による67.9cM の連鎖群へ縮小した｡このことは､

今後共通マーカー数が増加するにつれてこれらの91マーカーも連鎖地図上に位

置づけられる可能性を示唆している｡

分離型の中ではドナー親に特異的な座位の割合が高かった｡ ドナー親

(272)のゲノムの1セットは高緯度地帯であるロシア･アルハンゲルスク地帯

の野生個体(1588)に由来し､もう1セットは栽培品種由来の反復親(WF1680)に

由来する｡個体内の 2つのゲノムの由来が異なることがドナー親の多型性が反

復親に比べて高いことに影響していると考えられる｡本研究で得られた共通座

の割合は Sa11'xのシュードテストクロスで得られた 22%より高く (Tsarouhas

ら2002)､Eucalwtusglobulesで得られた 40%より低かった (Thamarusら
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2002)｡本研究では共通座の割合を高めるため､シュードテストクロスではなく

戻し交雑集団をマッピング集団として用いたが､その効果は明確に現れなかっ

た｡その要因としてドナー親内のゲノム間多型性の高さが影響しているものと

考えられる｡

地図上の座の分離比の歪みは様々な種で報告されている｡分離比の歪み

の原因については､統計的なバイアスや遺伝型解析のスコアミスなどのデータ

解析にかかわる要因や染色体の欠失､致死遺伝子､遺伝的隔離作用など生物的

要因など様々な理由が考えられている(Plominら 1995､BradshawとStettler

1994)｡本研究では分離比が歪んだ座の割合は分離型によって異なり､abxabお

よび aoxao型ではほぼ全ての座の分離比が歪みへテロ型にシフトしていた｡同

様の傾向は2倍体アルファルファのF2集団による連鎖地図でも認められており

(Brummerら1993､Kissら1993､Ka16ら2000)､ホモ型を避ける何らかの

生理的要因が働いていることが推定された｡本連鎖地図作成で生じた分離比の

歪みの原因を現時点で明確に述べることは難しく､解明にはさらに詳細な検討

が必要であるものと考えられる｡

連鎖地図上の座はLGl､LG3､LG4およびLG5の末端商域を除いてほ

ぼ均等に分布していた｡DaⅣashiら(1993)は地図上の座間の距離が10-20cM

であれば信頼のできるQTLの検出をインターバルマッピングによって行えると

報告している｡本連鎖地図は､LGl上で座間の距離が23.2cM離れた領域があ

るものの､他の領域では2つの座の間に20cM以上の距離が認められなかった

ことから､QTL解析を行う上で十分な座の密度を有しているものと判断できる｡
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したがって､マッピング集団の形質評価を行い､本連鎖地図を用いたQTL解析

を行うことで､農業形質に関わる有用なQTLが同定される可能性が高い｡

本研究で作成した連鎖地図は､今後アカクローバのQTL解析により形

質に連鎖した選抜マーカーを開発していく上での重要な情報である｡また､本

連鎖地図はクローバ属ではじめて作成されたことから､アカクローバのみなら

ずクローバ属全体のゲノム情報を用いた育種法の開発に有益な情報を提供した

ものと考えられる｡

5.摘要

cDNA由来のRFLPマーカーと戻し交雑集団を用いてアカクローバの連

鎖地図を作成した｡作成した連鎖地図は7つの連鎖群上に157のRFLPマーカ

ーと1つの形態マーカーが位置づけられた｡連鎖地図の全長は535.7cM､2つ

の座の間の平均距離は3.4cMであった｡本連鎖地図はクローバ属ではじめて作

成されたものであり､アカクローバのみならずクローバ属全体のゲノム情報を

用いた育種法の開発に有益な知見を提供したものと考えられる｡
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第2節 マイクロサテライトマーカーによる連銭地図の作成

1.緒 育

マイクロサテライトマーカーは､2-6塩基の短い塩基配列を単位 (モ

チーフ)とした繰り返し配列 (SimpleSequenceRepeat,SSR)においてモチー

フの繰り返し数の違いにより多型を検出するDNAマーカーである｡マイクロサ

テライトマーカーの特徴として､共優性であること､多型アレルの検出率が高

いこと､遺伝子領域内外に関わらずマーカーを作出できること､ひとつのマー

カーが検出できるアレルの種類が多いことなどの利点があげられる｡また､検

出法の利点として､PCRにより増幅されたDNA断片の長さの違いで多型の検

出を行うことから操作が簡便であること､SNPマーカーのように蛍光標識を用

いなくても多型が検出できるので解析費用を抑えることなどがある｡これらの

利点から､最近5年間のあいだにマイクロサテライトマーカーの開発は急速に

進み､マイクロサテライトマーカーによる連鎖地図が様々な作物種で作成され

ている(Varshneyら 2005)｡クローバ属ではシロクローバとアカクローバでマ

イクロサテライトマーカーの作出が報告されているが､その数はそれぞれ30お

よび27マーカーと非常に少なく､育種への応用は困難である(Barrettら2005､

Kollikerら 2005)｡

本節は､マイクロサテライトマーカーの開発を行い､前節で開発した

RFLPマーカーとともに高密度連鎖地図の作成を試みた｡また､FISH 法

(FluorescenceL'nsltuhybridization)により､連鎖群と実際の染色体との対応

も行い､さらにマメ科モデル植物Lotusjapom'cusとMedl'cagotTunCatulaとの
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マクロシンテニー解析も行った｡

2.材料および方法

(1)材料

マッピング集団にはアカクローバ個体 HRを種子親とし､R130を花粉

親としたFl後代 188個体を用いた｡HRは日本の品種 ｢ホクセキ｣とスイスの

品種 ｢Renova｣に由来し､形態は早生､立型で花色はピンク色､葉の大きさは

中である｡R130は第2章の第 1節で述べたRFLP地図のマッピング集団から

選抜した個体でロシア ･アルハンゲルスク地域の野生個体とロシアの栽培品種

に由来する｡形態は晩生で働旬型､花色は白で葉は小さい｡

(2)マイクロサテライトマーカーの開発

マイクロサテライトマーカーは4種類のライブラリー､すなわちゲノム

SSR濃縮ライブラリー､メチルフィル トレーションゲノムライブラリー､

CDNASSR濃縮ライブラリーおよび均一化cDNAライブラリを用いて開発した｡

ゲノム濃縮ライブラリー作成にはHRとR130のDNAを用いた｡800

-1000bpのDNA断片をpBluescriptIISK-プラスミドベクター(Stratagene,

USA)に導入し､Kijasら (1994)が報告した方法を用いてSSR濃縮ライブラリ

ーを作成した｡濃縮に用いたモチーフは遺伝子領域に比較的多いとされる

(AÅc)､(AAG)､(ATC)､(GGA)および (GGT)である (田畑ら 未発表)0

メチルフィル トレーションゲノムライブラリーは超音波により分解した 1kb以
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下のゲノムDNAをpBluescriptIISKプラスミドベクターへ導入し､3種類の

mcTBC+E.colL'cc､すなわちJM109､DH5コおよびⅩLI-Blueに導入して作成し

た (Rabinowicz1999)o

cDNA濃縮ライブラリーの作成には品種 ｢ホクセキ｣の幼苗を用いた｡

RNAの抽出とcDNAの合成はAsamizu(1999)らが報告した方法を用いた｡

500-1000bのcDNA断片をpBluescriptIISK-プラスミドベクターに導入して

濃縮ライブラリーを作成した｡濃縮に用いたモチーフは､(AÅc)､(AAG)､

(ATC)､(GGA)､(GGT)､(CT)および (AAAG)である｡均一化 cDNAラ

イブラリーは HRの葉と葉柄､および R130の葉を用いて作成した｡プラスミ

ドDNAからTempliPhiDNAamplificationキット (アマシャム社)を用いて

直接増幅 ･シーケンスを行った｡シーケンスは片側のみ解読し､cDNA濃縮ラ

イブラリーと同じモチーフのSSRを探索した｡マイクロサテライトマーカーの

プライマーの設計には設計プログラムPrimer3を用い(SteveとHelen2000)､

増幅断片の大きさが90-300bpとなるように設計した｡

シーケンス解析は生データについてデータの質の評価 を phred

programにより評価したのち(Ewingら1998)､BLASTプログラムのBLASTN

を用いて公開データベース上の Ambl'dopsL'sthall'ana(シロイヌナズナ)､L.

japonL'cus､M.tzlaDCatulaおよびダイズの遺伝子配列との相同性を解析したO

なお､検索の開値はE≦10-5またはピットスコア≧30とした｡L.japonl'cusお

よび M.tzTBDCatulaについては相同性の高いゲノミッククローンについて各連

鎖地図上の位置を確認し､アカクローバマイクロサテライトマーカーの連鎖地
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図上の位置と比較することによりマクロシンテニーを推定した｡

(3)マイクロサテライトマーカーの多型解析

PCRは反応液の全量を5LLlとし､0.5ngのアカクローバゲノムDNA､

1×PCRバッファー(TakaraBio社)､0.2UTakaraTaq(TakaraBio社),0.2mM

dNTPs､0.8〝M プライマーペアの混合溶液を用いた｡PCR反応はタッチダウ

ンPCR法 (Donら1991)を一部修正し､以下のプログラムで行った｡すなわ

ち､940C3分に続いて940C30秒+680C30秒を3サイクル終了ごとにアニー

リング温度を2℃低下させるラウンドを3回､続いて940C30秒+620C30秒

+720C30秒を3サイクル終了ごとにアニーリング温度を2℃低下させるラウ

ンドを4回､続いて940C30秒+550C30秒+720C30秒を30サイクル､最後

に72℃10分である｡PCR増幅産物は3%のMetaPhoragarosegels(BMA社)

と10%のアクリルアミドゲルを用いて電気流動し､マッピング集団の両親およ

び188Fl個体から任意に選んだ10個体の間で多型を示すマーカーを選抜した｡

選抜したマーカーによるマッピング集団全個体の多型解析は 3%のアガロース

ゲルを用いて行い､多型検出が困難なマーカーに限り 10%アクリルアミドゲル

による再解析を行った｡

(4)RFLP解析

第2章の第 1節で開発したRFLPマーカーを用いて第2章の第 1節と

同様な解析法でマッピング集団の任意の個体 14個体で多型解析を行った｡解析
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方法は第2章の第1節と同様である｡多型が検出されたRFLPマーカーはマッ

ピング集団全個体に対する多型解析に供試した｡

(5)連鎖解析

RFLPマーカーおよびマイクロサテライトマーカーの遺伝子型データ解

析はカラーマッピング法 (Kissら 1998)および解析プログラム JoinMap

ver3.0(http:〟www.kyazma.nl)を用いて行った｡得られた遺伝子型は色分け

してデータのマトリクスを作成し､データの並び替えによってマーカーを 7つ

のグループに分けた｡各グループのデータセットは集団のタイプを cpとして､

JoinMapの群分け機能によりLOD値 5で再度群分けの解析を行い､同一グル

ープ内に再分類されたデータセットについてひとつの連鎖群とみなしたC各連

鎖群内のマーカーの並びは JoinMapのマッピング機能を用いて LOD≧2.0､

REC≦0.35で計算した｡

(6)FISHによる染色体の解析

染色体のサンプル調製とDAPI染色はOhmidoら (2002)が報告した

方法を用いて行い､染色体を識別した｡FISH解析のプローブには28SrDNA､

5SrDNAおよび各連鎖群に座乗しているマーカー配列を含むBACクローンを

用いて行った｡28SrDNA と 5SrDNA のプローブはアカクローバゲノムの

rDNAと5SrDNA遺伝子のシーケンスをもとに作成したプライマーを用いて

PCRにより増幅した｡BACプローブはHRのゲノムDNA由来のBACライブ
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ラリーをCopyContorolpCCIBAC(Epicentre社)により作成し､3-DDNAプ

ールを構築した中からSSRを含むBACを選抜して作成した｡

3.結果

(1)マイクロサテライトマーカーの開発

アカクローバのゲノム街域内の SSRを同定するために作成したゲノム

SSR濃縮ライブラリー､メチルフィル トレーションゲノムライブラリー､

cDNASSR濃縮ライブラリー､および均一化cDNAライブラリーのクローンの

数のリストをTable25に示した｡4種類のライブラリーから83,172クローン

を同定した｡ゲノミックおよび cDNAの SSR濃縮ライブラリーではそれぞれ

15,427(56%)および6,568(57%)のクローンが15塩基以上のSSRを含み､

メチルフィルトレーションゲノムライブラリーでは533(28%)のクローンが､

均一化cDNAライブラリーでは6,801(25%)のクローンが同様のSSRを含ん

でいた｡これらSSRを含むクローンの塩基配列をもとに全7,244のマイクロサ

テライトマーカーのプライマーペアを設計した｡プライマーペアを設計した

7244クローンの塩基配列に対して相同性の検索を行ったところ､5,970のクロ

ーンが既知の遺伝子と類似性があることが判明した｡

7,159のプライマーペアを用いて HR､R130およびマッピング集団 10

個体間で3%アガロースゲルによる多型解析を行ったところ､1,488プライマー

ペアで多型を検出したO多数のマルチバンドを検出するプライマーペアについ

てはデータ取得上の混乱を避けるために以降の解析から排除した｡残りのプラ
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Table25.ListoflibrariesforidentificationofSSRs.

Numberof Numberof Numberof

s｡:luoennecsed CO憲 g prLTseiLpeairs

Numberof
cloneswith

similarityto
geneS

SSR-enriched

genomiclibrary

Methyl-丘Itration

genomiclibrary

SSR-enrichedCDNA

library

NormalizedCDNA

library

Total

37,248 15,427

3,264 533

13,440 6,568

29,184 6,801

83,172 28,796

3,094 1,889

175 156

919 896

3,056 3,029

7,244 5,970
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イマ-ペアについてマッピング集団全個体に対して多型解析を行ったところ､

1,305のプライマーペアについて明確な多型を得ることができた｡そのうち

1,024プライマーペアは3%アガロースゲルで多型判別が可能であり､残りの

281プライマーペアは10%アクリルアミドで判別することができた｡

(2)RFLPマーカーのスクリーニング

121cDNAプローブを用いてHR､R130およびマッピング集団14個体

間の多型解析を行ったところ95プローブが多型を検出した｡そのうち37プロ

ーブは2-6個のマルチバンドを検出し､これらのバンドは異なるマーカーとみ

なした｡その結果､全部で 167RFLPマーカーの遺伝子型データを取得するこ

とができた｡

(3)連鎖地図の作成

1,472マーカー (1305マイクロサテライトマーカーおよび 167RFLP

マーカー)の遺伝子型データを用いて連鎖解析を行ったところ 1,399マーカー

による1434座位が連鎖群上に位置づけられた (Fig.7､Table26)｡うち1,286

座位はマイクロサテライトマーカーに由来し､148座位はRFLPマーカーに由

来することが判明した｡連鎖地図の全長は 868.7cM で各連鎖群の長さは

108.2cM (LG6)から149.7cM (LG2)である｡ このことから､2つの座位の

間の平均距離は全体で0.6cMであり､連鎖群内では0.46cM(LG3)から0.81cM

(LG5)であった｡座位の密度は連鎖群の末端で粗になる傾向にあった｡34マ
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Table26.DescriT)tionoftheintegratedlinkagema

Number｡flocus1)

R130speci丘C

32(18.9)
77(27.4)
71(28.6)
61(30.0)
41(28.9)
51(33.3)
85(38.1)

慧

281
248
霊

1-3
2

Markerloci Distortion

densitv2) rati.(%)3)
0.81
0.53
0.46
0.58
0.80
0.71
0.54

40.8
52.3
19.8
19.3
7.7
25.5
13.9

27.1

HRspeci丘c

108(63.9)
121(43.1)
106(42.7)
83(38.1)
60(42.2)
56(36.6)
77(34.5)

611(42.6) 418(29.n 1434 0.61

Lenかh(cM) bi-parental

LG1 136.7 29(17.2)
LG2 149.7 83(29.5)
LG3 113.6 71(28.6)
LG4 126.6 74(33.9)
LG5 113.5 41(28.9)
LG6 108.2 46(30.1)
LG7 120.4 61(27.4)

Tota1 868.7 405(28.2)

1)Anumberintheparenthesesshowstheratio(%)tototalnumberoflocus.

2)Averagedistancebetweentwoloci･

3)ASignificantatP<0･05･



-カーが複数の座位を検出し､そのうち 17マーカーは同一連鎖群内に､17マ

ーカーは異なる連鎖群に検出された複数の座位が位置づけられた｡

連鎖地図上の 43%にあたる 611座位は HR特異的であり､418座位

(29%)がR130特異的､405座位 (28%)が共通の座位であった (Table27).

LGlは HR特異的な座位の割合が 64%と高かった｡共通座位の分離タイプは

abxcd､efxeg､hkxhkタイプがそれぞれ167,160,78座位だったO全体の27%

の座位について分離比の歪みが認められた(P<0.05､Table26)｡分離の歪みは全

ての連鎖群で認められたが､連鎖群によってその割合は異なりLG5では7.7%

の座位の分離が歪んでいたのに対し､LG2では52%が歪んでいた｡分離タイプ

別ではhkxhkが67.9%と歪んだ座位の割合が高かったが､そのほかの分離タイ

プは22.7-31.9%と大きな差は認められなかった｡

(4)染色体の構造と連鎖群との関連性

Fig.8aにDAPI染色によるアカクローバの染色体像を示した｡アカク

ローバの染色体の長さは 5.1-7.4コmで不均一な濃縮パターン (CP)により染

色体を識別することができた｡FISH解析では28SrDNA(緑色の蛍光シグナル)

が染色体1番の短腕部の核小体形成部 (NORs)において強く検出され､染色体

6番の短腕においても弱く検出された (Fig.8b)｡またHRの染色体5番の片側

にもシグナルが検出されたが､R130では検出されなかった｡5SrDNA(赤色の

シグナル)は染色体1番の中心部からNORsにかけての商域と染色体2番の短

腕に2カ所検出された (Fig.8C)｡
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Table27Numberoflocusanddistortionratioateachsegregationtvt)e.

Numberofmarkersl) Distortionratio(%)

bi-parental <abxcd> 167(11.6)
<efkeg> 160(ll.2)
<hkxhk> 78(5.4)

HRspeci丘C <lmxll> 611(42.6)
R130sDeCifiC <nnxnD> 418(29.1)

1)Anumberintheparenthesesshowstheratio
locus.

28.1
31.9
67.9
22.7
23.4

(%)tototalnumberof
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各連鎖群から以下のマーカー配列を含むBACクローンをBACライブリ

ーの3-Dプールから選抜し､FISH解析を行った.すなわちRCS1777(LGl)､

RCS1588 (LG2)､RCS1627(LG3)､RCS1647(LG4)､RCSOO36(LG5)､

RCSOO19 (LG6)および RCS2546(LG7)である｡RCS1777､RCS1588､

RCS1627､RCSOO36､RCSOO19および RCS2546はそれぞれ染色体4､2､5､

1､6および3番で検出された (Fig.8d)0 RCS1647は染色体7番の末端と1番

の中心部のNORの近くに検出された｡

(5)L.japonl'cusおよびM tTunCatulaとの比較

連鎖地図上に座乗した1,286マイクロサテライトマーカーのうち434マ

ーカーがL.japonL'cusと､566マーカーがM.tTuDCatulaと､257マーカーが両

種のゲノム配列と相同性を示した｡相同性を示した配列は他のマメ科植物の連

鎖群上での位置を比較することでマクロシンテニーの推定を行った (Fig.9)0

3種間のマクロシンテニーはアカクローバ (以下rc)のLGl､L.japonL'cus(以

下Lj)のChr5およびM.tTunCatula(以下Mt)のChrlの間で認められた｡

また､LjchrlはrcLG6･Mtchr7およびrcLG7-Mtchr3の間でもマクロシンテ

ニーが認められた｡そのほかの連鎖群においては､rcLG2-Ljchr2-Mtchr6

および rcLG3ILjchr4-Mtchr4の間で一部関連が認められたものの､全体

的には明確な関連が認められなかった｡
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IIOcP I2ccN Iottl

IIOd･ I2QcN IlELM

Fig.9.Macrosyntenybetweenthegenomesofredcloverandtwomodel

legumes.

PutativesyntenicrelationswereestimatedbyorderingtheredcloverDNA

markersalongwiththelinkagemappositionsofthecorrespondingbest-hit

genomicclonesofL.japonl'cusandM tTunCatula.Incaseswheremultiple

redcloverLGswereasslgnedinaregionOftheL.japonl'cusandM.

tTuDCatulalinkagemaps,arepresentativeredcloverLGwasselectedfor

every10cM interval.ForeachrepresentedsyntenicreglOn,OneOrtwo

representativepal一sWeredrawnwiththecolorcodeindicatingthenumberof

asslgnedhomologoussequencepalrSrepresentedbycoloredlines,blue:one;

green:twotofour;red:fiveormore.
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4.考察

SSR同定のために作成した4種類のライブラリーのうち､ゲノムおよび

cDNA濃縮ライブラリーではそれぞれ 53%と57%のクローンにSSRが含まれ

ていたが､SSR濃縮を行わなかったライブラリーでも十分量のSSRを含むクロ

ーンの選抜を行うことができた｡2種類のゲノムライブラリーのうちメチルフ

ィルトレーションゲノムライブラリーは 90%のクローンが既知遺伝子と相同性

を示し､フィルター処理の及ぼす効果の高さが明らかとなった｡一方､ゲノム

SSR濃縮ライブラリーでも遺伝子商域に多いとみなされたモチーフを濃縮に用

いることで60%以上のクローンが既知遺伝子と相同性を示した｡2種類のcDNA

ライブラリーでは 80%のクローンが既知遺伝子と相同性を示したことから､こ

れらのライブラリーは遺伝子に関連したマイクロサテライトマーカーの作成に

有用なソースであると考えられる｡

マーカーの多型検出法については取り扱いの容易なアガロースゲルで

多型が分離できるマーカーの作成を目指した(Isobeeta12004)｡設計した7,159

プライマーペアのうち 1,488ペアがマッピング集団で多型を示し､そのうち約

70%がアガロースで多型検出が可能であった｡本研究で設計したプライマーペ

アに対するスクリーニング効率は21%であり､Barettら (2004)が報告したシ

ロクローバマイクロサテライトマーカーでのスクリーニング効率 (63%)に比

べて低い値であった｡これは検出バンドの長さの差が大きい配列を厳選して選

抜したことによると考えられる｡

近年､より精度の高いゲノム解析を目的として密度の高い連鎖地図が数
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種の作物で開発されている｡本節で作成した連銭地図の locusの密度は平均で

0.6cM/lociだった｡この結果は McCouch ら (2002)によるイネの連鎖地図

(electronic-PCR､157kb/loci)､Menzら (2002)によるソルガムの連鎖地図

(AFLPマーカー､0.6cM oci)Songら(2004)によるダイズの統合連鎖地図 (マ

イクロサテライ トマーカー､1.4cMnocic)など報告されている主要な高密度連

鎖地図に比べて遜色がなく､十分な密度を有した連鎖地図であると判断できる｡

また複数の座を検出したマーカーの割合は全体の2.3%と低く､本節において開

発したマーカーは異なる集団の連鎖解析において高い精度で応用できるものと

考えられる｡

連鎖地図の全体の長さは 868.7cM であり､第 2章 1節で述べたRFLP

連鎖地図の535.3cM より長かった｡距離が長くなった要因のひとつはマーカー

数の増加によるゲノムカバー率の増大であると考えられる｡また､マッピング

集団のゲノムのヘテロ性の違いも関与している可能性がある｡本節で用いた集

団は日本､スイスおよびロシアに由来していたが､RFLP連鎖地図集団はロシ

アのみに由来した｡特に､日本とスイスに由来する HR特異的なマーカーの割

合は43%とR130の29%より高く､HRはゲノムのヘテロ性が高いと推察され

る｡

アカクローバのゲノム量を440.1Mbとした場合(SatoとIsobeら 2005)､

遺伝距離と物理距離の関係は 507kb/cM となった｡この結果は近縁のマメ科植

物M tTunCatulaの970kb/cM (Choiら2004)､L.japonl'cusの 907kb/cM

(Hayashiら2001)およびシロクローバの835Kb/cM (Barretら2004)に
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比べて連鎖距離あたりの物理距離が短い｡一般に自殖性植物は他殖性植物に比

べて種内の多型性が低いとされており､自殖性である M.tTunCatulaや L.

japom'cusとアカクローバの違いはゲノムの多型性に由来している可能性もあ

る｡シロクローバとの違いはシロクローバのゲノムサイズが956Mb(Barretら

2004)とアカクローバに比べて大きいことが要因であると推察された｡

FISH解析により連鎖地図と染色体地図の統合を行ったところ､染色体

7番と1番に検出されたLG4上のRCS1647以外のマーカーは各染色体上に1

箇所ずつ検出された｡RCS1647の染色体 1番上のシグナルはゲノムが進化の過

程で倍加した簡域であると考えられる｡解析に用いたマーカーは各連鎖群の末

端に位置づけらたが､染色体上でも末端にシグナルが検出されており位置の対

応にも矛盾がなく､連鎖群の精度の高さが証明された｡

L.japonL'cusおよびM tTanCatulaのシーケンス情報はそれぞれ全体の

約半分が公開されているにすぎないが､アカクローバのクローン配列の約 2/3

と相同性を示し､マクロシンテニー解析を行うことが可能であった｡アカクロ

ーバ､L.japonL'cuおよびM.tzlanCatulaはそれぞれ基本染色体数が7､6､8本

と異なるものの､アカクローバの 3つの連鎖群は比較した 3種のマメ科植物種

間で保存性が高いことが推察された｡残りの連鎖群においても部分的なマクロ

シンテニーが認められており､マメ科モデル植物のゲノム情報は高い確率でア

カクローバヘ応用することが可能であると考えられた｡

本節で作成したマイクロサテライトマーカーによる連鎖地図は､マメ科

作物の中では最も密度が高くかつ遺伝子由来のマーカーであるため応用性が高
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い｡また､連鎖地図だけでなく多数のSSRを含む塩基配列情報や染色体との対

応､マメ科間でのマクロシンテニーなど本節で蓄積したゲノム情報はDNAマー

カーを利用したアカクローバ育種技術の開発の基盤になると考えられる｡

5.摘要

遺伝子商域の配列に由来しアガロースゲルで多型検出が可能なマイク

ロサテライトマーカーの作出と連鎖地図の作成を行った｡4種類のライブラリー

を作成し､SSR配列を含むクローンの同定を行って7,244のSSRプライマーペ

アを設計した｡プライマーを設計した配列のうち82%が既知遺伝子の配列と相

同性があった｡マッピング集団で多型をもつプライマーペアをスクリーニング

し､188個体のFl集団を用いて連鎖解析を行い､既報のRFLPマーカーと合わ

せて 1,434座による全長868.7cMの連鎖地図を作成した｡FISHにより染色体

と連鎖群の 1対 1の対応づけを行った｡また､マメ科モデル植物L.japonl'cus

とM tTuDCatulaとのマクロシンテニーを明らかにした.これらのゲノム情報は

DNAマーカーを利用したアカクローバ育種技術の開発の基盤になるものと考

えられた.
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第3章 アカクローバにおけるDNAマーカーの育種的利用法

DNAマーカーは新しい育種技術として期待されており､多くの作物種

で整備が行われている｡一方､実際にDNAマーカーを利用して育成された品種

は現時点では認められていない｡その理由としては､DNAマーカーと選抜形質

との関連性が必要であることがあげられる｡DNAマーカーの実用化へのステッ

プはマーカーの種類や対象とする作物の生殖様式､育種素材の変異の大きさ､

育種目標などで異なるが､大きく 2つのステップに分けることができる｡すな

わち､開発したDNAマーカーの育種素材に対する多型性の確認と､育種目標に

関連するDNAマーカーの同定である｡特に､育種目標に関連するDNAマーカ

ーの同定は形質の遺伝様式が複雑になるほど困難であり､QTL解析､シンテニ

ーを利用したモデル植物の情報利用など様々な手法やゲノムリソースを駆使し

て行わなければならない (Rajeevら2005)｡中でも､他殖性植物はDNAマー

カー解析の事例が少なく､育種的利用への適用と技術に関する理論開発も遅れ

ていることから､DNAマーカーを用いた育種への利用効率を上げるためにはそ

の特性を多面的に証明する必要がある｡

本章は､アカクローバにおけるDNAマーカーを育種へ利用するための

第一段階として､第2章で開発したRFLPマーカーおよびマイクロサテライト

マーカーの育種素材に対する応用性と選抜 DNAマーカーとしての可能性を検

討する｡そこで､第1節ではDNAマーカーの育種素材に対する応用性を明らか

にするために異なる遺伝子型をもつ個体に対するマーカーの移行性と連鎖地図
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上のマーカー位置の安定性を評価する｡第2節では目的形質に関連するDNAマ

ーカーの同定の最初のステップとして､越冬性をターゲット形質とし､QTL解

析による候補商域の検出を行う｡

第1節 RFLPおよびマイクロサテライ トマーカーの育種素材への応用性

1.緒 育

実際にDNAマーカーを育種の場面で利用する際に重要なことはそのマ

-カーの育種素材に対する移行性 (Transferability)である｡すなわち､各マ

ーカーの検出する多型性が異なる遺伝子型をもつ個体においても保持されてい

るか否かである｡

アカクローバの育種現場ではその最初のステップである基礎集団評価

において通常2000-4000個体を素材として取り扱うため､この時点で4000-

8000のハプロタイプが比較されることになる｡これに対して 1つの連鎖地図が

1種類のFl集団から作成されるとすれば､連鎖地図上のマーカーは4つのハプ

ロタイプの多型を比較して作成されたにすぎないOすなわち､ひとつの連鎖地

図上のマーカーの多型情報はそのままでは育種素材の多様性に対して非常に限

定されていると考えられる｡

また､他殖性の牧草類は一般に系統間の多様性より品種 ･系統内の多様

性が高いことが指摘されており､アカクローバにおいても RAPD マーカーや

AFLPマーカーにより系統内の多様性の高さが証明されている (Milligan
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1991､Kongkiatngamら 1995､Camois-de-Quirozら 2001､K611ikerら2003､

Herrmanら2005)｡このことはアカクローバの育種素材は遺伝的多様性が高く､

DNAマーカーを育種現場に導入する際には様々な遺伝資源に対応できる移行

性の高いマーカーが求められていることを意味する｡

一方､DNAマーカーの育種素材に対する応用性を検討する際には､移

行性の高さだけではなく､連鎖地図上の位置の安定性に関する情報も必要とさ

れる｡Hayashiら (2001)はL.japonl'cusの連鎖地図をMiyakojimaMG-20

とGifuB1129の2系統を用いて作成し､両系統の染色体 1,2番の間で転座が生

じていることを明らかにした｡L.japonl'cusは自殖性であるが､他殖性で遺伝的

多様性が高いアカクローバにおいては転座などの染色体構造の変異がさらに高

い頻度で生じている可能性が考えられる｡また､解析集団の多型性やマーカー

の数により組み換え価の結果は異なることから､染色体構造に変化がなくても

各連鎖地図でマーカーの位置が変化することも予想される｡

以上の背景から､本節においては第2章で開発したRFLPマーカーとマ

イクロサテライトマーカーの育種素材に対する移行性を解析する｡また､RFLP

連鎖地図上とマイクロサテライト高密度連鎖地図上のマーカーの位置を比較し､

異なるマッピング集団間でのマーカーの位置の安定性を検討する｡

2.材料および方法

(1)RFLPマーカーの多型解析

供試材料は日本の育成品種である ｢ホクセキ｣､ロシアの ｢ラーニイ2｣
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およびカナダの ｢アルタスウェー ド｣の 3品種を用いた｡各品種から4個体ず

つゲノムDNAを抽出し､全12個体について90のcDNAプローブによるRFLP

解析を行った｡RFLP解析は第 2章第 1節と同様の方法で行い､多型バンドの

数の評価とRFLP連鎖地図のマッピング集団の両親である ｢272｣､｢WF1680｣

とのバンドサイズの比較を行った｡バンドサイズの違いを異なるアレルとみな

し､バンドを検出しなかった座はホモ座のnull(該当する遺伝子座を持たない)

であるとみなした｡

(2)マイクロサテライ トマーカーの多型解析

異なる 11カ国で育成されたアカクローバ品種 ･系統を多型解析に用い

た｡用いた品種 ･系統は以下の通りで､()内は育成国を示す｡｢ナツユウ｣(日

本)､｢ホクセキ｣(日本)､｢サッポロ｣(日本)､｢北育 20号｣(日本)､｢ラーニ

イ2｣(ロシア)､｢スター ト｣(チェコスロバキア)､｢クラノ｣(デンマーク)､｢レ

ノバ｣(スイス)､｢メルビー｣(ベルギー)､｢ケンランド｣(アメリカ合衆国)､｢ア

ルタスウェー ド｣(カナダ)｡各品種 8個体からゲノムDNAを抽出し､全88個

体について連鎖群をカバーするマイクロサテライ トマーカーに対応する 268プ

ライマーペアを用いて PCRを行った｡PCRの反応液組成とプログラムは第 2

章第2節と同様である｡PCR増幅産物を10%アクリルアミドゲルで泳動し､エ

チジウムブロマイ ド染色によりバンドを検出した｡バンドのサイズの違いを異

なるアレルとみなし､バンドを検出しなかった座はホモ座のnullであるとみな

した｡バンドが 1本のみ検出された場合､遺伝子型はホモ型 (aa)かnullアレ
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ルとのへテロ座 (ao)と推察できるが､その判断はホモ座のnullが 88個体中

に検出された割合から推定した｡各マーカーについてアレルの数と以下の式に

よるPICの算出を行った｡

PICi=llEiPij2

(Pijは)'マーカーにおける jアレルの頻度を示す).

(3)RFLP地図とマイクロサテライト地図の比較

第2章の第 1節で開発したRFLPマーカーは第2章の第 2節において

マイクロサテライト地図上に位置づけられているので､マイクロサテライトマ

ーカーをRFLP地図上に位置づけた方法について述べる｡

RFLP連鎖地図を作成した解析集団 ｢272×WF1680｣から任意に抽出し

た94個体および両親のゲノムDNAを用いてマイクロサテライト連鎖地図全体

をカバーしている177プライマーペアについてPCRを行った｡PCRの反応液

組成とプログラムは第 2章の第 2節と同様である｡アガロースゲルを用いて多

型を判別し､カラーマッピング法(Kissら1998)および解析プログラムJoinMap

ver3.0(http://www.kyazma.nl)を用いて解析した｡また､1形態マーカー､8

M Dマーカー (Oerpn社 10merkit)および6STS(SequenceTag-Sites)

マーカーのデータも連鎖解析に加えた｡STSマーカーはⅠvashutaら (2002)

により同定されたアルファルファ耐凍性に関する候補遺伝子の領域から設計さ

れたマーカーである｡連鎖解析の手順と条件は第2章の第2節と同様である｡
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3.結 果

(1)RFLPマーカーの多型解析

Table28に90cDNAプローブにより検出されたアカクローバ 12個体

間における多型バンドの数を示した｡90中85のプローブが 12個体間で多型を

検出したが5プローブは多型を検出しなかった｡78プローブはマッピング後代

と同じ大きさのバンドを検出したが､残りの 7プローブはマッピング集団と同

じサイズのバンドを検出しなかった｡｢ホクセキ｣｢アルタスウェード｣および

｢ラーニイ 2｣の各品種内で多型を検出したプローブの数はそれぞれ 79､83､

83だった｡3つの品種間で品種特異的なアレルが検出されたプローブの数は33

だった｡全体でみると､1プローブあたりのアレルの数は 3.3であり､最大は

10､最小は1だった｡

(2)マイクロサテライトマーカーの多型解析

多型解析を行った268プライマーペア全てが88個体間で多型を示した｡

Fig.10にマイクロサテライトマーカーのアレルの数およびPICの頻度分布を示

した｡1マーカーあたりの平均のアレルの数は6.5で最大が 19､最小が2だっ

た｡各マーカーのプライマーペアにおいて1個体以上がバンドを検出しなかっ

たプライマーペアは供試した268プライマーペア中78プライマーペアだった｡

PICの平均値は0.6で最大が0.89､最小が0.05だった｡PICの頻度がもっとも

高かったのは0.7-0.8の間だった｡
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Table28.NumberofCDNAprclbesdetectingpolymorphicalleles

amongtwelvegermplasmsfromthreeredclovervarieties.

Monomorphi
c samel) Different2) Total

Amongtwelveplant 5
Withinvarieties
Hokuseki一
一Altaswede一

一Runny･2-

11

7
7

AmongVarieties 57

78 7 85

6
2
5

6
7
7

13

11

8

9

3

3

7

8

8

15 18 33

NinetyCDNAprobestestedinall.

1)NumbersofCDNAprobesdetectablethesamealleleatleast

eitherparentsoftheRFLPlinkagemappopulation:272and
WF1680.

2)NumbersofCDNAprobesdetectablepolymorphicalleleswere

strictlydifferentfrombothmapplngParents.
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(3)RFLP地図とマイクロサテライト地図の比較

RFLP連鎖地図の作成集団 ｢272×WF1680｣について121cDNAプロー

ブ由来の249RFLPマーカー､128マイクロサテライトマーカー､8RAPDマー

カー､6STSマーカーおよび 1形態マーカーによる連鎖解析から301座位によ

る全長747.5cMの地図を作成したoTable29に連鎖地図上の座位の数とRFLP

マーカーとしてハイブリダイズされたcDNAプローブの数を示す｡連鎖地図上

の301座位のうちRFLPマーカーの座位の数は87cDNAプローブに由来する

197座位であり､マイクロサテライトマーカーの座位の数は98､その他のマー

カーによる座位が6であった｡1マーカーから2つ以上の座位が位置づけられた

マーカーは認められなかった｡連鎖地図上に位置づけられなかったマーカーの

数は91であり､解析したマーカー数の23%を占めていた｡

｢272×WF1680｣集団により再構築された地図 (以下､｢272×WF1680｣

地図)に位置づけられたマイクロサテライトマーカーは､全て第 2章の第 2節

で作成した ｢HRxR130｣集団による高密度連鎖地図 (以下､｢HRxR130｣地図)

にマップされたマーカーである｡｢272×WF1680｣地図の各連鎖群に位置づけら

れたマイクロサテライトマーカーは､全て ｢HRxR130｣地図の同一連鎖群に位

置づけられた｡一方､RFLPマーカーとしてハイブリダイズされた 140CDNA

プローブのうち65プローブ (46%)は ｢272×WF1680｣地図と ｢HRxR130｣

地図において同一連鎖群に位置づけられたものの､22プローブ (16%)プロー

ブは異なる連鎖群に位置づけられた (Table29)｡同一連鎖群に位置づけられた

プローブの割合が最も高かったのはLG4で､異なる連鎖群に位置づけら
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Table29NumberoflocusandhybridizedCDNAprobesonare-constructedlinkagemapof272xWF1680mapplng
ulation.

Numberoflocus

group RFLP MicrosatelliteOthersl)
ToX l (cm)97.3
52 99.8
62 124.2
43 123.4
35 113.5
42 100.5
32 88.8
300 747.5

NumberofhvbridizedCDNAI)robes

same3) Different4) Un_hvbridized5) Total

4(21) 6(32)
13(54) 2(8)
13(46) 4(14)
17(74) 0(0)
5(33) 2(13)
6(35) 5(29)
7(50) 3(21)
65(461 22(16

)

tヽ一

珊
瑚
御
㈲
榊
㈲
御
伽

(
(
9
9
11
6
8
6
4
53

19
24
28
23
15
17
14
140

3
2
0
0
0
0
1
6

ll
17
17
15
ll
13
14
98

LGI
LG2
LG3
LG4
LG5
LG6
LG7

20
33
45
28
24
29
17

Total 196

1)Morpholo由cal,RAPDandSTSmarkers.
2)Numbersinparenthesesarepercentages也totalnumbers･

3)CDNAprobeshybridizedonsamelinkagegroupsofthemicrosatellitehigh-densitylinkagemapbyHRxR130

mapplngpopulation.

4)CDNAprobeshybridizedondifferentlinkagegroupsofthemicrosatellitehigh-densitylinkagemapbyHRxR130
mapplngpopulation.

5)CDNAprobesthosedidnotbehybridizedonthemicrosatellitehigh-densitylinkagemapbyHRxR130mapplng
population.



れたプローブの割合が最も高かったのはLGlだった｡

Fig.11に272×WF1680地図とHRxR130地図のマーカーの位置関係を

示した.マーカーの並びの保存性は連鎖群により異なった｡LG2､3､4､6はマ

ーカーの並びの保存性が高かったが､LGl､5､7は異なる位置に位置づけちれ

るマーカーが多く認められた｡

4.考 察

本節では RFLPマーカーおよびマイクロサテライトマーカーの育種素

材に対する移行性と2つの連鎖地図間におけるマーカーの位置の比較から､第2

章で開発したDNAマーカーの応用性の検証を行った｡

RFLPマーカーについては多型解析を行った90cDNAプローブの74%

が12個体間で多型を示し､87%がマッピング集団 ｢272×WF1680｣と同じサイ

ズのバンドを検出した｡このことから､アカクローバ cDNAプローブ由来の

RFLPマーカーは育種素材に対して十分な移行性があると考えられた｡また､

各品種内で多型を検出したcDNAプローブの数が 79-83と品種間の差が小さ

かったことから､解析した 3品種が異なる地域で育成されたにも関わらず､品

種内の多様性が同じ程度であったことが示唆された｡

マイクロサテライトマーカーについては､多型解析を行った全268プラ

イマーペアが育成国の異なる11品種で多型バンドを検出したことから､由来の

異なる育種素材においても多型検出が可能であることが明らかとなった｡バン

ドの多型性に品種間で明確な差は認められなかった｡1マーカーあたりのアレル
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Fig.ll.AcomparativelinkagemapbetweentwoFlmapplngpOpulations,HRxR130
and272ⅩWF1680.Green(left)barsindicatelinkagegroupsofHRxR130andblue
(right)barsindicatelinkagegroupsof272xWF1680.Blacklinesindicatepositional
relationshipsoflocusbetweentwolinkagegroups.RFLPmarkersarecomparedtheir
locipositionsbythehybridizedCDNAprobes.Circlesonlocuson272xWF1680linkages
indicatethatthelociarenappedondifferentlinkagegroupsofHRxR130.Circlecolors
representeachlinkagegroupsofHRxR130linkages;pinkLGl,yellowLG2,Orange
LG3,greenLG4,aquaLG5,blueLG6andpurpleLG7.LocinamewithCandRCS
representRFLPandmicrosatellite,respectively.
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数は2-19で平均は6.5だったが､これはRFLPマーカーの平均のアレル数(3.1)

より多く､マイクロサテライトマーカーはRFLPマーカーに比べて多型性が高

いと判断した｡

マーカーの多型性の指数である PICは各マーカーのアレルの数と多型

アレルの分布による均一性をもとに算出される｡マイクロサテライトマーカー

のPICは平均で0.6だったが､このことは､これらのマーカーがヘテロ座を検

出する確率が平均で60%であることを意味している｡Fl集団を用いた遺伝解析

においては各両親のもつヘテロ座が解析の対象となることから､本マイクロサ

テライトマーカーは平均で60%の個体に対して適用可能であり､移行性の高い

マーカーであることが解った｡一方､K611ikerら(2005)が開発したゲノムDNA

に由来する 27マイクロサテライトマーカーは､24アカクローバ個体での多型

解析においてアレル数が2-25で､ヘテロ座を検出したマーカーの割合は71%

であり､本節で解析を行ったマーカーにくらべて多型性が若干高かった｡一般

に､遺伝子領域は遺伝子が存在しない商域に比べて配列の保存性が高いとされ

ており､このことが遺伝子商域由来の割合の高い本マイクロサテライトマーカ

ーとK611ikerらのマーカーとの多型性の違いに影響したと考えられる｡

マイクロサテライトマーカーのアレルの数と PICの分布の形を比較す

ると､アレルの数の分布は平均値6.5よりも少ない数で分布のピークが認められ

たのに対し､PICは平均値0.6よりも高いPICで分布のピークが認められた｡

このことは､アレルの数が多いマーカーはアカクローバの集団内において異な

るアレルが比較的同程度の割合で存在していることを示唆している｡マーカー
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の多型解析を行ううえで､より均一に多型アレルが分布しているマーカーは選

抜効率が高く､多型アレルの分布が偏っているマーカーより有用性が高い.こ

のことから､本節で開発したマーカーは選抜効率が高く使いやすいマーカーで

あると考えられた｡

｢272×WF1680｣集団において連鎖地図の再構築に供試したRFLPマー

カーの数は第2章の第1節と同じ249マーカーであるが､地図上に位置づけら

れたRFLPマーカーの座の数は156から197に増加した｡これは解析マーカー

数の増加により両親に共通の座位が増えたことで､連鎖地図計算の過程で除外

されるマーカーの割合が減少したためと考えられるOまた､連鎖地図の距離が

535.31cM から747.5cM と長くなったことから､マイクロサテライトマーカー

が追加されたことで連鎖地図のゲノムに対するカバー率が上がったことが示唆

された｡

｢272×WF1680｣地図と ｢HRxR130｣地図では､座の並びの保存性が

連鎖群により異なり､LG2､3､4､6は保存性が比較的高く､LGl､5､7は低

かった｡LG2､3､4､6は ｢272×WF1680｣地図において連鎖群上の座の数が

42-63であったのに対し､LGl､5､7は32-35と少なく､連鎖群上の座の数

がマーカーの並びの保存性に影響を与えていると考えられる｡第 2章の第 1節

で述べたように､座の数が少ない連鎖群は解析から 1マーカーを除外するだけ

で連鎖群の計算結果が大きく変わることもあり､解析結果が安定しない｡この

ことから､連鎖地図間の座の位置の比較には少なくとも50以上の座が各連鎖群

に座乗している必要があると考えられた｡また､LGlと LG5は高密度な
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｢HRxR130｣地図においても比較的座の密度が低く､LGlは個体により多型性

が異なる連鎖群で､LG5は大きなrDNA商域を有する最も長大な染色体 1番に

相当する連鎖群だった｡このことはゲノム構造も座の並びの保存性に影響を与

えていることを示唆している｡｢272×WF1680｣地図上の座の数をさらに増加さ

せ､座の数による位置の安定性の影響を排除することで､転座が起きやすい商

域を同定できる可能性が高い｡

｢272×WF1680｣地図上のマイクロサテライ トマーカーは全て

｢HRxR130｣地図上の同一連鎖群に座乗していたが､RFLPマーカーは16%の

cDNA プローブが異なる連鎖群上に座が位置づけられていた｡これは 1つの

cDNA プローブから検出された複数のバンドについて各バンドを異なるマーカ

ーとみなしたことが影響したと考えられる｡また､RFLPマーカーはDNA断片

とゲノムDNAの結合により多型を検出することから､PCRをベースとするマ

イクロサテライトマーカーに比べて異なる配列に対する検出の許容性が高く､

このこともRFLPマーカーが異なる連鎖群に位置づけられたことに関与してい

ると考えられた｡

第2章で開発したRFLPマーカーとマイクロサテライトマーカーはとも

に育種素材に対して十分な多型性を有していたが､マイクロサテライトマーカ

ーの方が多型性が高く､また連鎖群上の座乗位置が安定していた｡今後､選抜

マーカーなど育種に対するマーカーの実用化を図る上でマイクロサテライトマ

ーカーの利用がより有効であるものと考えられる｡
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5.摘 要

第2章で開発したRFLPおよびマイクロサテライトマーカーの育種素材

への応用性を明らかにすることを目的として､異なるアカクローバ遺伝型に対

するマーカーの移行性と 2つの連鎖地図間のマーカーの位置の保存性を検討し

た｡RFLPマーカーについては多型解析を行った 90cDNAプローブの 74%が

12個体間で多型を示し､87%がマッピング集団 ｢272×WF1680｣と同じサイズ

のバンドを検出した｡1プローブあたりのアレルの数は3.3であり､最大は10､

最小は1だった｡マイクロサテライトマーカーについては多型解析を行った268

プライマーペア全てが88個体間で多型を示し､1マーカーあたりの平均のアレ

ルの数は6.5でPICの平均値は0.6だった｡

RFLP連鎖地図を作成した ｢272×R130｣集団について､マイクロサテ

ライ ト地図全体をカバーする 177プライマーペアの多型解析を行い､全長

747.5cM の301座による連鎖地図を再構築した｡地図上のマーカー位置をマイ

クロサテライト地図と比較したところ､RFLPマーカーについては 16%のプロ

ーブが両地図間において異なる連鎖群に位置づけられていた｡一方､マイクロ

サテライトマーカーは両連鎖地図において全て同一連鎖群に位置づけられた｡

RFLPマーカーとマイクロサテライトマーカーはともに育種素材に対して十分

な多型性を有していたが､マイクロサテライトマーカーの方が多型性が高く､

また連鎖群上の座乗位置が安定しており､育種技術としてのマーカーの実用化

を図る上では､マイクロサテライトマーカーの利用がより有効であるものと考

えられた｡
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第2節 アカクローバの越冬性に関するQTL解析

1.描 育

DNAマーカーを用いた育種法として最も期待されているのは､目的形

質に関与する DNA マーカーを用いて育種素材の選抜を行う MAS(Marker

AssistedSelection)である｡特に､収量やストレス耐性などある形質に関して

複数の遺伝子が関与している量的遺伝子座 (QTL:QuantitativeTraitLoci)は

発現に環境要因の影響を受けやすく､表現型での効率的な選抜が困難であり､

DNAマーカーによるMASが選抜の効率化につながると考えられている｡MÅs

への第1歩は選抜に用いるDNAマーカーの開発､すなわち目的形質に関連する

DNAマーカーの探索である｡一般に QTLに支配されている形質に関連する

DNAマーカーの探索はQTL解析と称されているが､QTL解析にはいくつかの

手法が存在する｡最も広く行われている方法はインターバルマッピング法であ

るが､これは連鎖地図と連鎖地図を作成した集団を用いてQTLを連鎖地図上に

位置づける方法であり､形質に関与するQTLの数､連鎖地図上の位置､および

作用力を検出することが可能である (鵜飼 2000)0

越冬性とは越冬時に生じる生物的･非生物的複合ストレス耐性と定義さ

れる (北海道農業研究センター､2001)｡中でも生物的ストレス､すなわち病

害による影響は全体の 3-8割を占めていると報告されている(Novosiolova,

2002).越冬中に生じる最も重要な病害は積雪下において子のう菌 (Sclez10tlnL'a

tn'folL'wumEriksson)によって発生する菌核病である (Baldineta12001)｡
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菌核病は秋に感染したのち積雪下で徐々に進行し､翌春の融雪後気温の上昇と

ともに一気に茎葉や根が灰白色に腐敗する (成田 1959)｡本種において､菌核

病抵抗性は病原菌に対する真性抵抗性のみならず､積雪下の越冬性も含めた

様々な要因が関与していると考えられ､抵抗性遺伝子座はQTLであると推定さ

れている｡一方､越冬性に関与する主な非生物的ストレスは耐凍性であり､耐

凍性もまた QTLに支配される形質であることが明らかにされている

(Alonso-Blancら2005)｡しかしながら､個体レベルでのアカクローバの耐凍

性検定は検定の系が確立されておらず､現在のところ評価が非常に難しい｡

以上の背景から本節では菌核病抵抗性を中心とした越冬性に関する選

抜 DNA マーカーの開発の最初のステップとして､2つの連鎖地図作成集団

｢272×WF1680｣および ｢HRxR130｣を利用してこれらの形質に関する QTL

解析を行った｡また前節の地図の比較結果をもとに､2つの連鎖地図上にマッピ

ングされたQTLの位置を比較して､異なる解析集団におけるQTL発現の差異

を検討した｡

2.材料および方法

(1)RFLP連鎖地図による解析

第 2章の第 1節で作成した 158座によるRFLP連鎖地図と解析集団

｢272×WF1680｣を用いてQTL解析を行った｡解析集団の各個体を挿し木また

は膜芽培養により増殖し､北海道農業研究センター (以下北農研､所在地札幌

市)および全ロシアウイリアムス飼料作研究所 (以下ウイリアムス研､所在地
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ロシア ･モスクワ地域)において形質評価を行った｡両場所における形質評価

項目および解析に用いたアカクローバの遺伝型の数をTable30にまとめた｡

ウイリアムス研では菌核病の室内および圃場での菌核病抵抗性検定を

行った.室内検定では解析集団36個体について､S.tn'lo11'ommの培養液を葉

の表面にスポットし､14-16度のグロスチャンバー内に一週間放置して､葉の擢

病程度を算出した｡圃場検定は解析集団59個体各6反復を2001年9月に菌核

病検定圃場へ移植し､2002年4月に各遺伝型の羅病程度を算出した｡

北農研では2000年6月に解析集団を1反復で圃場へ移植し､2001年の

融雪直後に各株の写真撮影を行い､画像解析により緑色部割合を算出して株の

損傷程度を評価した｡2001年6月に前年とは異なる圃場に解析集団を3反復で

移植し､翌年の融雪2週間後に草丈を測定した｡

QTLの検出は解析ソフトウエアMapQTLver4.0(VanOoijen ら2002)

を用いて Kruska1-Wallisanalysis (Lehmannら1975)およびインターバル

マッピング (LanderとBotstein1989)を行った｡Kruskal-Wallisanalysisと

は連鎖地図の情報を利用せず分散分析法をベースとしてマーカーと形質の関係

を解析する方法であり､インターバルマッピング法は連鎖地図の情報を利用し

て最尤法をベースに QTLの候補領域を検出する方法である｡QTL検出の閥値

はKruskal-WallisanalysisではP≦0.01としインターバルマッピングではLOD

値≧2.7として､両法による検出商域が一致した商域をQTLの候補商域とした｡

なお､インターバルマッピングのLOD値の閥値はVanOoijen(1999)が作成

したシミュレーション表より算出した.
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Table30.SummaryofexperimentsandstatisticalresultsforSclezl0tl'nl'aresistanceandwinter
hardinessin272XWF1680mat)I)ingI)01)ulation.

Year Lecation
Trait
name

No.of

tested

genotypes

Mean Range
(%)(Min-Max)

Sclez10dDl'aresistance

Laborabryexperimentl)

Fieldexperiment2)

Winterhardiness

Greenpartratioofcrown(%)

Plantheightinearlyspnng
(cm)

2003 ARWFCI SRL 36

2002 Moscow sRFR 59
reglOn

2001 Sapporo GPIU 139

2002 Sapporo PHIJ 152

38.7 (ll.1-70.4)

25.5 (14.8-100)

7.3 (0-59.2)

6.3 (2.0-10.3)

1)Attackedpercentonleaves.

2)Attackedpercentoncrown.

3)All-RussianWilliamsFodderCropInstitute･



RFLP連鎖地図に位置づけられた135cDNAプローブのシーケンスを行

い､耐病性およびストレス耐性に関する遺伝子との相同性解析を行った｡100

プローブのシーケンスは北海道システムサイエンス社において ABIPrism

3100GeneticAnalyzerによりBigDyeterminatorv2.0(ABI社)を用いて行

った｡35プローブはドラゴンジェノミクスセンター (タカラバイオ社)におい

てMegaBACEIOOOによりDYEnamicETdyeterminationキット(Amasham

bioscience社)を用いて行った｡シーケンスは片側解読のみを行い､BLASTプロ

グラムのBLASTXを用いて公開データベース上の既知遺伝子との相同性解析を

行った.また､RFLP連鎖地図上にアルファルファの耐凍性に関連する2つの

遺 伝 子 候 補 SICAS (Genbank accession No.L13415,Wolfraim と

Dhindsa,1993)およびMSnat(GenbankaccessionNo.AF439379,Ⅰvashutaら

2002)を位置づけた｡SICAS と MSnatのプライマー配列はそれぞれ

5'-TAGAGGAGTTGTGGACAAGA/5'-TAGATACATGAGGTGAm GAおよ

び5'-GTCAGGCTGGACGGTCG/5'-GGATTCATACTCGGGTGGAGである.

(2)マイクロサテライト連鎖地図による解析

第2章の第2節で作成した集団 ｢HRxR130｣と1434座によるマイクロ

サテライト連鎖地図を用いてQTL解析を行った. ｢272×WF1680｣集団による

解析と同様に､各個体を挿し木または膜芽培養により増殖し､ウイリアムス研

および北農研において形質評価を行った｡形質評価に用いたアカクローバのク

ローン数はウイリアムス研が96､北農研が188である｡
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ウイリアムス研では 2004年 9月に菌核病羅病性および萎ちょう病

(Fusan'umoxyspomm)検定圃場にそれぞれ6反復で個体を移植し､2005年

5月に各個体の羅病程度を算出するとともに､株の生存率から越冬性を評価した｡

北農研では2003年 6月に5反復で圃場へ個体を移植し､2004年 5月に菌核病

抵抗性を9段階の評点 (1:病徴無-9:病徴甚)で 2005年 4月に越冬性を9段

階の評点 (1:極弱-9:極強)で評価した｡QTLの検出法はRFI｣P連鎖地図を用い

た解析と同様である｡

第3章の第 1節で再構築した301座による ｢272×WF1680｣集団の連鎖

地図 (197RFLPおよび98マイクロサテライト座)を用いて､｢272×WF1680｣

集団におけるQTLの再解析を行った｡解析に用いた形質データは､RFLP連鎖

地図による解析で用いたデータと同一であるが､遺伝子型の数は異なり､菌核

病室内検定が26､菌核病圃場検定が45､株の緑色部割合が86､草丈が88だっ

た｡検出されたQTLについて､前節で作成した比較地図によりマイクロサテラ

イト地図上のQTLとの位置を比較した｡

3.結 果

(1)RFLP連鎖地図による解析

Table30に菌核病および越冬性に関する形質値の概要を示した｡菌核病

の羅病程度 (ウイリアムス研)は､室内検定では平均で38.7%(最大70.4%､最

小11.1%､272:42.6%､WF1680･.50.0%)であり､圃場検定では平均で25.5%

(最大100%､最小14.8%､272:33.3%､WF1680:33.3%)であった｡北農研
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における融雪直後の株の緑色部割合は平均で7.3%(最大59.2%､最小0%､272:

ll.7%､WF1680:20.2%)であり､草丈は平均で6.3cm(最大10.3cm､最小2.0cm､

272:8.3cm､WF1680:ll.1cm)であった｡全ての形質は解析集団内で分離して

いることから､QTL解析に適していると判断した｡調査を行った項目間におい

て全ての組み合わせで有意な相関が認められなかった (Table31)｡

Table32およびFig.12に RFLP連鎖地図上に検出された有意なQTL

(インターバルマッピングで LOD≧2.7かつ Kruskal-Wallisanalysisで

P≦0.05)を示した｡検出されたQTいま合計で7つあり､その内訳は室内検定に

よる菌核病抵抗性 (SRL)に関して3つ､圃場検定による菌核病抵抗性 (SRFR)

に関して 1つ､株の緑色部割合 (GPRJ)に関して2つ､早春の草丈 (PHIJ)

に関して1つであり､異なる形質のQTLが同一箇所に検出されることはなかっ

た｡連鎖群別にみるとLG6上に検出されたQTLが3つと最も多く､ついでLGl

上の2つであった｡LG3としG7上にはQTLが検出されなかった｡最も効果の

高いQTUま圃場検定による菌核病抵抗性で､表現型の分散に対する説明割合が

82.6%であった｡検出された7つのQTLのうち5つはWF1680特異的なQTL

で､残りの2つは両親に共通なQTLであり､272特異的なQTい ま検出されな

かった｡

アルファルファの耐凍性に関与する候補遺伝子から設計した STSマー

カー､SICASとMSnatはそれぞれLG6上の 13.8cM と34.7cM に位置づけら

れた (Fig.12). cDNAプローブのシーケンスを用いた相同性解析において､ス

トレス耐性に関する候補遺伝子と高い相同性を示したプローブは9つあった
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Table31.PearsonphenotyplCCOrrelation

amongtraitsin272efWF1680mapplng
population.

SRL SRFR GPⅣ
SRFR 0.221

GPRJ .0.159 _0.071
PHIJ _0 .118 0.129 0.071
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Table32.SummaryofsignificantQTLsaffectingSclemtinJ'atzdononLmresistancein
laboratorytest(SRL),fieldtest(SRFR)andwinterhardinessestimatedbygreenpartration
ofcrown(GPⅣ)andplantheight(PHIJ)in272XWF1680mappingpopulation.

Trait QTL MarkerinteⅣal Peakposition Maximum

LG cM LOD EXP % 1) specificsite2)

SRL SRLa C1568a-C1552a 2 58.3

SRLb C2428a-C1430g 5 17.7

SRk C1965a-MsnatB 6 32.6

SRFR SRFR C465 1 0.0

8

3

0

3

3

3

GPRJ GPMa C1407a-C1528b 6 55.7 4.9

GPNb C1528d_C108C 6 75.9 6.6

PHIJ PHLJ C1579a-C461b 1 102.0 3.0

40.0 WF1680

41.4 WF1680

51.5 bi-parental

82.6 WF1680

18.8 WF1680

29.9 WF1680

12.4 bi-parental

1)percentageofthetotalphenotypicvarianceexplainedbytheQTL.

2)Maternal(272)orpaternal(WF1680)specificsitesdetectedassignificantQTLs.
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(Table33)｡これらのcDNAプローブに由来するRFLP座はLG3上に10座､

LGl上に2座､LG6上に2座､LG7上に1座が位置づけられた｡また､9つの

うち2つのプローブはRFLP座が室内検定による菌核病抵抗性に関するQTLを､

1つのプローブはRFLP座が株の緑色割合に関するQTLを検出した.

(2)マイクロサテライト連鎖地図による解析

Table34に評価を行った形質値の概要を示した｡ウイリアムス研におけ

る菌核病擢病程度は平均で66.1%(最大 100%､最小0%､HR:71.4%､R130:

80.0%)で､萎ちょう病羅病程度は平均で 15.9%(最大 100%､最小 0%､HR:

14.3%､R130:20.0%)であり､菌核病が萎ちょう病に比べて多発していた｡越

冬後の株の生存率は平均で18.0%(最大 100%､最小0%､HR:14.3%､R130:

0%)であった｡北農研における菌核病抵抗性 (9段階評点)は平均で 6.8(最大

9.0最小3､HR:5､R130:5)であり､越冬性 (9段階評点)は平均で4.0(最大

7.5､最小 1.0､HR:3､R130:2)であった｡全ての形質は解析集団内で値が分

離していることからQTL解析を行うことができると判断した｡越冬後の株生存

率と菌核病羅病率､菌核病羅病率と萎ちょう病羅病率の間には有意な相関が認

められたがその他の形質間に有意な関係は認められなかった (Table35)0

マイクロサテライト連鎖地図による QTL解析では各形質において多数

の有意な QTLが検出された (Table36)｡北農研での菌核病抵抗性に関する

QTLの数が 14で最も多く､次いで多かったのがウイリアムス研での株の生存

率と菌核病擢病率に関するQTLでそれぞれ 10であった｡萎ちょう病擢病率に
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Table33.ResultofsimilaritysearchbetweenCDNAprobesandcandidategenesrelatedto
stresstolerance.

Probe AccessionNo.1)Candidategene Score E-value QTL2)

C675 U21105 fe･cltaienvismR"Aforcomi algranule 1,804 0･O SRL

C1961 X52953 PALl:phenylalanineammoniallyase1 1,265 0.0 GPRJ

C1965 AF403292 慧 慧 -_halt:idviantgedPr,Ort.宝eninbyhnas｡ 577 e-161 SRL

C16 M97476 PisumsativumLaldolasegene 1,423 0.0

C618 Ⅹ82626 ≡㌫ Sativum alphacpn60precursor 137 0･O

c2139 AJ311087 StSl:PisumsativummRNAfor 389 e･104
stach3:OSeSユ:nthase

g……591 Zz337755;Oo :iscaatribV.ux;la-S:NAencodngargl-ne ;;三204 :::
C1942 Z37540 2,575 0.0

1)Genbankaccessionnumber.

2)significantQTLdetectedbytheCDNAprobe.
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Table34.SummaryofexperimentsandstatisticalresultsforScle210tl'Dl'atnt(011'omm
resistanceandwinterhardinessinHRxR130 ulation.

Trait Estimated Location
year

Trait
name

No.of
tested

genotypes

Mean Range
(%) (Min-Max)

sclez10tl･DL･aresistance1)

sclez10tl･n)･aresistance2)

Fusan･umresistance1)

wintersuⅣiva13)

2005
Moscow

reglOn
SRFR 96 66.1 (0-100)

2004 Sapporo SRFJ 178 6.8 (3.0-9.0)

2005

2005

Moscow

reg10m

Moscow

reglOn

FRFR 96 15.9 (0-100)

WSR 96 18.0 (0-100)

winterhardiness4) 2005 Sapporo WHJ 177 4.0 (1.0-7.5)

1)Attackpercentoncrown･

2)Ratedonascaleof1(slight)to9(severe).
3)survivalrate.fcl.nes.

4)Ratedonascaleof1(susceptible)to9Olardy).
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Table35.PearsonphenotyplCcorrelationamongtraits
inHRxR130mapplngpopulation.

FRFR WSR SRFJ WHJ
SRFR 0.615★★ 0.706☆☆ 0.011 0.136
FRFR 0.124 0.023 0.085
WSR 0.034 0.095
SRFJ 0.007

**showsslgnificantatthel%level.
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Table36.SummaryofsignificantQTLsaffectingdiseaseresistance
andwinterhardinessinHRxR130mapplngpopulation.

No.ofQTLs

Mean Range

lO 3.6 3.4-5.4
2 3.3 3.0-3.8
10 3.6 3.9-4.1

Exp(%)1)
Mean Range

24.9 23-64
19.1 13-18
25.1 29-37

MoscowRegion
SRFR
FRFR
WSR

Sapporo
SRFJ
WHJ

14 4.7 3.3-7.2
7 4.7 4.1-5.5

13.6 9-59
23.2 10-18

1)seeTable32.
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関するQTLの数は2と少なかった｡各形質で検出されたQTLの平均のLOD

値は3.3-4.7の間にあり､全表現型分散に対する説明割合は13.6-25.1%の間

にあった｡最も効果の大きいQTLはウイリアムス研における株の生存率で､そ

の説明割合は64%だった｡ウイリアムス研における菌核病羅病率と北農研にお

ける越冬性の説明割合が 10-18%であり､効果の大きいQTLは検出されなか

った｡

Fig.13に連鎖地図上のQTLの位置を示した｡最も多くQTLが検出され

た連鎖群はLG6で12のQTLが検出された｡次いで多くのQTLが検出された

のはLd2の9つとLG3の8つだった｡LGlとLG7は検出されたQTLの数が

少なかった｡連鎖地図上のいくつかの商域においては形質の異なるQTLが同一

カ所に検出された｡特にLG6の35cM付近には北農研の越冬性を除く全ての形

質のQTLが検出された｡

｢272×WF1680｣集団によるRFLP連鎖地図にマイクロサテライ トマー

カーを座乗させ再構築した地図を用いて ｢HRxR130｣集団によるマイクロサテ

ライト連鎖地図とQTLの位置を比較した (Fig.14)｡ ｢272×WF1680｣集団に

おいては連鎖地図上の座の数が 158座から301座に増加したことにより､検出

されたQTLの数が菌核病抵抗性および越冬性の両者で増加した (菌核病抵抗性

には室内および圃場検定の結果を､越冬性には株の緑色割合と早春の草丈を含

む)O ｢HRxR130｣集団と ｢272×WF1680｣集団のQTLの位置を比較すると

多くの商域でQTLが対応する領域に位置づけられていた｡特にLG6とLG3に

ついては両集団において多くのQTLが検出された｡
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LG3 LG4 LG5 LG6 LG7

Fig･13･LecalizationofputativeQTLe forSclemtIDjatTdol]'oruJmeSistance(SRFR),R]saz･IumoxysponJmresistance

(FRFR)andwintersurvivalrate(WSR)inMoscowregionandASuemt]'n''atzrifoll'ommresistance(SRFJ)andwinter
hardiness(WHJ)inSapporoontheHRXR130mapplngpOpulation･Signi丘CantintervalQTLsareindicatedbysquares
withcharacters.



LGI LG2 LG3 LG4

Fig･14･ComparisonofputativeQTLsforScleLVtJ'nJ'atz-1ToLlommresistance,nLSaITl'LimoxySPOnlm
(FRFR)andwintersurvival/hardinessbetweenHRxR130and272XWF1680mapplngpOpulatlOnS･
LeftandrightbarsindicatelinkagegroupsofHRxR130and272xWF1680,respectively.Alinkage
mapor272ⅩWF1680isbasedonare-constructedlinkagemapwith196RFLP,98microsatellite,1
STS,4RAPDand1morphologicalloci.SR,FR,WSandWHindicateputativeQTLsofSclemtl'Dl'a
resistance,nlSarl'umresistance,wintersurvivalandwinterhardiness,respectively.Greenpart
ratioorcrowTlandplantheightinearlyspnngarerepresentedaswinterhardiness.Blueandgreen
squaresindicateQTLsestimatedinMoscowregionandSapporo,respectively.
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4.考 察

菌核病はアカクローバの栽培適地である冷涼地帯において重要な病害

であり､抵抗性品種の育成は各国で試みられてきた｡アカクローバの菌核病抵

抗性に関する遺伝学的な研究はこれまでほとんどなされてこなかったが､育種

現場の経験から病害抵抗性に関する主働遺伝子は存在せず､多数の遺伝子が関

与していると推定されていた｡多数の遺伝子が関与するということは､すなわ

ち抵抗性の発現が環境要因の影響を受けやすいことを示唆しており､単一場所

での形質データに基づくQTL解析では検出されないQTLが存在する可能性が

高い｡そのために､本節では異なる 2試験場である北農研とロシア ･モスクワ

地域に位置するウイリアムス研において形質の評価を行った｡

北農研では菌核病抵抗性検定圃場がないため､菌核病抵抗性の評価は自

然発生により行ったが､顕著な発病が認められたのは ｢HRxR130｣集団の移植

翌年のみであった｡また､ウイリアムス研における ｢272×R130｣集団を用いた

菌核病抵抗性検定においては室内検定と圃場検定の結果の間には有意な相関は

なく､本研究においても菌核病抵抗性の安定した評価は困難であった｡菌核病

は病害力が強く一度発生すると株に著しい損傷を与えるが､その発生には積雪

深､積雪期間や融雪時の気象条件など様々な要因が影響する (磯部ら 2001b)0

病害力の調節の困難さと環境要因が与える影響の大きさが菌核病抵抗性の安定

した評価を困難にしていると考えられた｡また､｢HRxR130｣集団でのモスク

ワにおける菌核病抵抗性と越冬後の個体生存率および菌核病抵抗性と萎ちょう

病抵抗性の間には有意な相関が認められたが､その他の形質間には有意な関係
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が認められなかったことから､菌核病のみならず越冬性に関する形質は一般に

再現性のある評価が難しいと思われる｡

越冬性および菌核病抵抗性に関する有意な QTLの数は解析に用いた連

鎖地図により異なった｡ ｢272×R130｣集団においては 158座からなる RFLP

連鎖地図においては検出されたQTLの数は4つの評価項目に対して合計で7つ

であったのに対し､同一集団でも再構築により301座となった連鎖地図では検

出されたQTLの数が合計で20となった｡また､1304座からなる ｢HRxR130｣

集団の連鎖地図では越冬性と菌核病に関するQTLの数は各評価項目について7

-14と多数の QTLが検出された｡以上の結果は､マーカー密度の高い連鎖地

図は密度の低い連鎖地図に比べてQTLの検出力が高いことを示唆している｡一

方､密度の高い ｢HRxR130｣集団の連鎖地図においても萎ちょう病抵抗性に関

するQTLは2カ所と少なかった｡これらのQTLの全分散に対する寄与率は13

-18%と低く､今回の解析では検出されなかったQTLが多く存在すると考えら

れる｡萎ちょう病は解析集団内において羅病程度が分離していたものの､平均

の羅病率が15.9%と低かったことがQTLの検出力の低さに影響していたと考え

られた｡

菌核病抵抗性に関する QTL解析について､アカクローバの病原菌であ

るS.tnt(011'ommに関する報告はないものの､同属であるS.sclez10tlwum抵抗

性についてはいくつか報告されている｡Arahanaら (2001)はダイズを用いて

QTL解析を行い､抵抗性に関して28と多数のQTLを検出した｡その他､ヒマ

ワリ (Bertら2002)､ナタネ (Zhaoら2006)でもそれぞれ15および8と多
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数のQTLが検出されている｡本節においても ｢HRxR130｣集団で多数の菌核

病抵抗性に関与するQTLが検出されており､S.sclezlDtlonLm抵抗性に関与する

QTL解析の結果と一致した｡また､菌核病抵抗性に関与するQTLの数の多さ

は､抵抗性には多数の遺伝子が関与しているという育種家の従来の予想とも一

致する｡

QTLが多数検出された ｢HRxR130｣集団では連鎖地図上のいくつかの

商域において相関が認められなかった複数の形質のQTLが同一カ所に検出され

た｡このような商域はLG6上で最も多く､LGlとLG5上では認められなかっ

た｡また､比較地図を利用して 2つの集団間のQTLの位置を比較したところ､

多くの商域でQTLが対応する商域に位置づけられており､特にその傾向はLG6

とLG3で顕著であった｡LG6はRFLP連鎖地図においてアルファルファの耐

凍性に関する候補遺伝子が位置づけられており､LG3はストレス耐性に関与す

る遺伝子配列と高い相同性を示したcDNAプローブに由来するRFLP座が多数

位置づけられていた｡以上のことから､LG6とLG3上には越冬性に関与する遺

伝子が多数座乗している可能性が示唆された｡

越冬性に関して再現性の高い評価を行うのは難しく､本節における形質

評価も精度が高かったとは言い難い｡一方で､相関が認められなかった複数の

評価形質のQTLが同一カ所に検出されたことから､形質評価を複数回行うこと

で共通して発現しているQTLを浮かび上がらせることが可能であると考えられ

た｡越冬性に関連するQTLは多数存在するが､選抜マーカーの開発は汎用性を

考慮に入れると比較的安定して発現するQTL商域から行っていくことが望まし
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いと思われる｡本研究の結果は､複数のQTLが同一箇所に検出されたLG6上

の簡域が越冬性に関する選抜マーカーの候補領域として最も有力であると判断

した｡

5.摘 要

菌核病抵抗性を中心とした越冬性に関する選抜DNAマーカーの開発の

最初のステップとして､2つの連鎖地図作成集団 ｢272×WF1680｣および

｢HRxR130｣を利用してこれらの形質に関するQTL解析を行い､両集団間の

QTLの位置を比較した｡越冬性は環境の影響を受けやすい形質であるため､形

質の評価は北海道農業研究センター (札幌市)および全ロシアウイリアムス飼

料作研究所 (ロシア ･モスクワ地域)で行った.｢272×WF1680｣集団とRFLP

連鎖地図を用いた解析では4つの評価項目間に有意な相関は認められなかった｡

また､検出されたQTLは合計で7つだった｡｢HRxR130｣集団とマイクロサテ

ライト連鎖地図を用いた解析では 5つの評価項目間において菌核病羅病性 (ウ

イリアムス研)が越冬性 (ウイリアムス研)および萎ちょう病抵抗性 (ウイリ

アムス研)との間で有意な相関を示したが､その他の項目間に有意な関係は認

められなかった｡菌核病抵抗性と越冬性に関するQTLは各評価形質につき7-

10箇所多数検出された｡ また相関のない複数の形質について QTLが同一箇所

に多数位置づけられており､その傾向はLG6で顕著であった｡マイクロサテラ

イ トマーカーを利用 して再構築 した ｢272×WF1680｣集団の連鎖地図と

｢HRxR130｣集団の連鎖地図上に検出された QTLの位置を比較したところ､
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多くの商域でQTLが対応する商域に位置づけられており､特にLG6とLG3で

その傾向が顕著であった｡以上のことから､LG6上のQTUま越冬性に関する選

抜マーカーの候補額域として最も有力であると判断した.
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総合考察

大家畜経営における飼料の自給率は､草地面積が比較的広い北海道に

おいても54%と低く､飼料自給率向上には単位面積あたりの栄養生産性の向上

が必須であるとされている (農林水産省 2006)｡一方､牧草の栄養生産性が最

も高い刈り取り適期に全農家が刈り取りを行ったとしても､北海道の現状の草

地におけるTDN(可消化養分総量)自給可能割合は62%であると試算されてお

り､栄養生産性向上のためにはマメ科牧草の増産が欠かせない (北海道農政部

2000)｡しかしながら､現在の混播草地のマメ科牧草の割合は北海道平均で約

10%であり､適正割合とされる30%に比べて低いことから､安定して栽培でき

るアカクローバ品種の育成が求められている｡

混播草地におけるアカクローバの割合はイネ科牧草の種類や栽培管理

により変動する.栽培イネ科牧草のほとんどがチモシーである北海道において

はチモシーに対する競合力の高さからアカクローバの栽培が敬遠され､このこ

とがマメ科牧草の栽培割合を減少させる原因の一つとなっていた(我有 1998)0

本研究において母系選抜法により育成した品種 ｢ナツユウ｣は､アカクローバ

の安定栽培に対して最も重要な形質である永続性を改良し､かつチモシーに対

する混播適性を高めた品種であり､今後草地のマメ科牧草の割合向上に貢献す

ることが期待される｡

母系選抜法は系統の中に遺伝的多様性を残したまま選抜を行うことか

ら､自殖が可能な作物の育種法に比べると効率の良い選抜法であるとはいえな

いが､母系の選抜を繰り返すことで改良が困難な永続性や未選抜の形質であっ
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た混播適性を改良できることが明らかとなった｡一方､｢ナツユウ｣の育成には

20年もの歳月を要しており､社会情勢の変化が激しく20年先の需要を見越し

て育種目標を設定することが難しい現在においては､より効率的な育種法の開

発が強く望まれる｡

DNAマーカーは育種の効率化を推進する技術として多くの作物で期

待されている｡DNAマーカーを用いた選抜､MASの利点についてはKoebner

ら (2003)が以下の四点にまとめている｡すなわち､1)遺伝率が低く､遺伝様

式が複雑で表現型による選抜が困難である形質の選抜効率の向上､2)劣性遺伝

子に支配される形質の戻し交雑後代からの選抜､3)耐病性遺伝子のビラミディ

ングによる病原菌の異なる系統に対する耐性の付与､4)ビラミディングを行う

ことのできる育種母材の選定である｡アカクローバは品種内の多型性が品種間

よりも高いとされており (Milligan 1991)､本研究においても開発した DNA

マーカーに品種特異的な多型は認められなかった｡これは表現型のみで選抜す

る従来の育種法が､育種素材の内包している多型性の僅かな部分を選抜してい

たにすぎなかったことを示唆している｡したがって､アカクローバにおいて

DNAマーカーの活躍が最も期待されるのはMASの4つの利点のうち ｢遺伝率

が低く､遺伝様式が複雑で表現型による選抜が困難である形質の選抜効率の向

上｣であろう｡

開発するDNAマーカーの種類や育種法へのMASの組み込み方につい

ては､従来の交雑育種法が作物の特性により異なっていたのと同じように作物

の生物的な特性や社会的な状況に合わせて考えていく必要がある｡MASを用い
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た育種の進め方として代表的なものに Peleman ら (2003)が提唱している

BreedingbyDesignTMという概念がある｡これは育種素材に対して目標形質に

関わる全ての遺伝子座とアレルのコンビネーションを明らかにするという考え

方であり､多型マーカーが得られやすいAFLPマーカーを中心に高密度な連鎖

地図を作成し､育種素材に対する多型解析を大量に行うとともに､詳細かつ正

確な形質データの評価を行うという手法に基づいて行う｡このような概念は育

種の歴史が長く､利用する育種素材の遺伝型がほぼ確定されているイネなどの

作物においては有効であるが､育種素材内の多型性が高く､かつ自殖種子が得

られないため各遺伝型の詳細な形質データの取得が困難であるアカクローバに

おいては非現実的である｡したがって､他殖性作物についてはMASの組み込み

方についてBreedingbyDesignTMのような明確な概念は未だ提示されていない

が､どのような種類のDNAマーカーを開発し､どのような方法で実用化に導き､

どのように育種の中で用いていくかという概念を積み上げていく必要がある｡

アカクローバはゲノム上の多型が比較的高い確率で検出されることか

ら､無計画に多型を検出するマーカーを多数開発することはマーカーの実用化

を図る段階で混乱が生じる恐れがある｡それよりは遺伝子商域など表現型の変

異に直接関わるゲノム商域の由来のマーカーを作出することが､効率的なマー

カーの実用化に繋がると考えた｡そのため､本研究におけるRFLPとマイクロ

サテライトマーカーの開発にあたっては､各々が遺伝子商域由来のマーカーと

なることを開発の条件とした｡一方､遺伝子領域はその他の領域にくらべて配

列の保存性が高いことから､一般に遺伝子商域由来のマーカーは育種素材に対
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する移行性が若干劣るものの､本研究で開発したマーカーは育種素材に対して

十分な移行性を有しており､実用性に問題がないことが明らかとなった｡さら

に､マイクロサテライトマーカーの開発にあたっては､取り扱いに高度な技術

を必要としないアガロースゲルで多型判別ができるマーカーを開発し､育種現

場に対するDNAマーカーの普及性も考慮に入れた｡

選抜DNAマーカーの開発においては､一般に目的形質とDNAマーカ

ーの形質を関連づけるQTL解析が最初の段階となる｡精度の高いQTL解析の

ためには詳細な表現型のデータの取得が欠かせないとされているが､環境要因

の影響を受けやすい形質は再現性の高い表現型データの取得が困難である｡本

研究においても 2場所において様々な手法を用いて菌核病抵抗性を中心とした

越冬性の評価を行ったが､ほとんどの評価形質の項目間で相関が認められなか

った｡一方､QTL解析を行うと相関のない評価形質の QTLがいくつかの商域

において同一箇所に位置づけられ､異なる集団由来の連鎖地図においてはそれ

らのQTL候補領域を対応づけることができた｡このことは環境要因の影響を受

けやすい形質でもデータ取得を重ねることでQTLの候補領域を検出することが

可能であることを示している｡

選抜マーカー開発の手順において､目的のQTL商域を検出した後は目

的額域のみを別の遺伝子型に置換した準同質遺伝子系統 (NILs)を作出し､個々

のQTLの作用力を評価するのが一般的である｡しかしながら､自殖率が低いア

カクローバではNILsを作成するのは不可能であることから､一般に用いられて

いる手法で選抜マーカーの開発をさらに推し進めていくのは不可能である｡お
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そらくアソシエーション解析などの､多数の遺伝子型からなる集団とマーカー

多型のデータから表現型と DNAマーカーの関係を解析する手法を用いて選抜

マーカーの開発を推し進めていく必要があると考えられる｡本研究で作出した

マイクロサテライ トマーカーは異なる遺伝子型に対する移行性が高く､連鎖地

図上の位置も比較的安定していたことから､アソシエーション解析に適してい

ると考えられる｡今後は､本研究で検出した越冬性に関するQTL候補領域周辺

に座乗しているマイクロサテライ トマーカーを用いて越冬性の異なる品種に対

してアソシエーション解析を進めることで､越冬性に関わる選抜マーカーの開

発が可能になるものと考えられた｡

DNAマーカーの育種的利用法として選抜マーカーを利用したMASの

他にもいくつかの手法が考えられるが､そのひとつとして有力なのが種間雑種

を利用した育種素材の効率的な選抜である｡本研究において近縁野生種ジグザ

グクローバの永続性に関わる形質をアカクローバに導入することを試みたが､

遠縁交雑による雑種弱勢の回復を図るために戻し交雑を第 4代まで行う必要が

あった｡今後の方向性として､戻し交雑第 4代を多交配することでジグザグク

ローバの永続性に関する形質を導入した育種素材の開発が可能であると考えら

れたが､多交配後に後代の選抜を行う際において稔性のみを考慮して選抜を行

うと､ジグザグクローバ由来のゲノムが導入された個体を排除することが考え

られる｡そこでジグザグクローバの永続性に特異的なDNAマーカーを選抜し､

そのDNAマーカーを指標としてジグザグクローバ由来のゲノムが残存し､かつ

稔性の高い個体を選抜すれば､より永続性の高い素材を得られる可能性が高い｡
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特異的な配列に対する検出力の高いマイクロサテライトマーカーを用いれば種

特異的なマーカーを開発することは可能であり､DNAマーカーの利用により近

縁野生種を用いた育種を効率的に推し進めることができると考えられる｡

本研究においてはDNAマーカーの開発と連鎖地図の作成に伴って､連

鎖地図上に座乗しているマーカー情報だけでなく､様々なゲノムリソースが整

備された｡すなわち､SSRを含む領域の同定の過程で生じたEST情報や､地図

に座乗しなかった配列を含む SSR領域を増幅するプライマーペア情報､FISH

解析の過程で作成されたBACライブラリーなどである｡アラビドプシスやイネ､

などモデル植物と称されている種に比べれば､これらのゲノムリソースの情報

量は多くはないが､作物種レベルとしては十分であると考えられる｡本研究で

は､マイクロサテライト連鎖地図の作成によりアカクローバゲノムとマメ科の

モデル植物であるL.japonl'cusやM.tTunCatulaとの間にマクロシンテニーが

存在することが明らかとなった｡また､開発されたゲノムリソースは､モデル

植物のゲノム情報を併用することで､DNAマーカーの開発のみならず遺伝子単

離など分子生物学に関する様々な研究に対して応用することが可能であると考

えられた｡

本研究ではアカクローバで最初の DNAマーカーによる連鎖地図を作

成し､その育種的利用法について考察した｡DNAマーカーの育種的利用法につ

いては解決しなければいけない課題が多く残されており､本研究で作成したマ

ーカーを速やかに育種に用いることが出来ない｡本研究の成果はDNAマーカー

を用いた新たなアカクローバ育種法の基盤になるものと考えられる｡
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要 約

本研究は選抜 DNAマーカーを用いたアカクローバ育種法の開発の資

とすることを目的として､第一に交雑育種法により混播適性と永続性を改良し

た新品種の育成と野生種との種間雑種を利用した育種素材の開発について論じ､

第二にRFLPおよびマイクロサテライト配列を利用したDNAマーカーの開発

と連鎖地図の作成を行い､第三に開発したDNAマーカーの育種素材に対する応

用性の検証と越冬性に関するQTL解析を行うことでアカクローバのDNAマー

カーの開発とその育種的利用法について論述したものである｡以下にその概略

を記す｡

1. 母系選抜法を用いて永続性とチモシーとの混播適性に優れるアカクロ

ーバ品種 ｢ナツユウ｣を育成した｡ ｢ナツユウ｣は 4母系の多交配による品種

で､44品種 ･系統に由来し､1回の個体選抜と3回の母系選抜を経ており､農

林水産省北海道農業試験場および北海道立根釧農業試験場で育成された｡ ｢ナ

ツユウ｣は早生品種であり､2番草の開花程度と草丈が従来の早生品種 ｢ホクセ

キ｣より低くチモシーに対する競合力が穏やかであることから､混播草地にお

けるチモシー収量が増加した｡また､菌核病に対する選抜と根釧農試における

選抜を経たことで越冬性が向上し､永続性に優れる品種となった｡永続性は改

良が困難な形質であるが､20年の歳月をかけて選抜を繰り返すことで母系選抜

法により改良できることが明らかとなった｡
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2. 4倍体アカクローバ(2n=28)と近縁野生種ジグザグクローバ(2hToll'um

medl'um,2n=80)の種間雑種に4倍体アカクローバによる戻し交雑を4回行い､

圃場における戻し交雑後代の稔性と永続性を評価した｡種子稔性と花粉稔性は

戻し交雑世代が進むにつれて回復し､戻し交雑第4代 (BC4)の種子稔性と花粉

稔性はそれぞれ 21.3%と65.3%であり､ミツバチによる採種試験においても完

熟種子を生産した｡戻し交雑第 1代から第 3代ではほとんどの個体が圃場移植

後4年目以内に枯死したのに対し､BC4の61%が4年間生存していた｡BC4の

79%は4倍体アカクローバの染色体数である28本より多い染色体数を有してい

た｡また､BC4の小葉はアカクローバより小さくかつ細長い傾向にあり､BC4に

おいてジグザグクローバ由来の形質が導入されたものと考えられる｡以上のこ

とから､本研究で作成した BC4はアカクローバ永続性改良の育種素材として有

用であると考えられたO

3. cDNA由来のRFLPマーカーと戻し交雑集団を用いてアカクローバの連

鎖地図を作成した｡作成した連鎖地図は7つの連鎖群上に157のRFLPマーカ

ーと1つの形態マーカーがマップされた｡連鎖地図の全長は､535.7cMで2つ

の座の間の平均距離は3.4cMであった｡本連鎖地図はクローバ属ではじめて作

成された地図である｡

4. 遺伝子領域の配列に由来しアガロースゲルで多型検出が可能なマイク
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ロサテライトマーカーの作出と連鎖地図の作成を行った｡4種類のライブラリー

を作成し､SSR配列を含むクローンの同定を行って7,244のSSRプライマーペ

アを設計した｡プライマーを設計した配列のうち82%が既知遺伝子の配列と相

同性があった｡マッピング集団で多型をもつプライマーペアをスクリーニング

し､188個体のFl集団を用いて連鎖解析を行い､既報のRFLPマーカーと合わ

せて 1,434座による全長868.7cMの連鎖地図を作成した.FISHにより染色体

と連鎖群の 1対 1の対応づけを行った｡また､アカクローバゲノムとマメ科モ

デル植物Lotusjapom'cusとMedl'cagotTuDCatulaとの間にマクロシンテニーの

存在を明らかにした｡

5. RFLPおよびマイクロサテライトマーカーの育種素材への応用性を明ら

かにすることを目的として､異なるアカクローバ遺伝型に対するマーカーの移

行性と2つの連鎖地図間のマーカーの位置の保存性を検討した.RFLPマーカ

ーの1プローブあたりのアレルの数は3.3､マイクロサテライトマーカーは6.5

だった｡RFLP連鎖地図を作成した ｢272×WF1680｣集団についてマイクロサ

テライト地図全体をカバーする 177プライマーペアの多型解析を行い､全長

747.5cM の 301座による連鎖地図を再構築した｡RFLPマーカーについては

16%のプローブが両地図間において異なる連鎖群に位置づけられていたが､マ

イクロサテライトマーカーは全てが両連鎖地図の同一連鎖群に位置づけられた｡

マイクロサテライトマーカーは多型性が高く､また連鎖群上の座乗位置が安定

していることから､育種素材に対する応用性が高いことが明らかとなった｡
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6. 菌核病抵抗性を中心とした越冬性に関する選抜DNAマーカーの開発を

行うために､2つの連鎖地図作成集団 ｢272×WF1680｣および ｢HRxR130｣を

利用してこれらの形質に関するQTL解析を行い､両集団間のQTLの位置を比

較した｡形質の評価は北海道農業研究センター (札幌市)および全ロシアウイ

リアムス飼料作研究所 (ロシア ･モスクワ地域)で行った｡多くの評価項目間

において有意な相関が認められなかったものの､相関のない複数の形質につい

て QTLが同一カ所に多数位置づけられており､その傾向はLG6で顕著であっ

た｡以上のことから､LG6上のQTいま越冬性に関する選抜マーカーの候補商域

として最も有力であると考えられた｡

以上により､本研究においてはアカクローバのDNAマーカーと連鎖地

図を作成し､母系選抜法と種間雑種を利用した育種素材の開発との比較しなが

ら育種的利用法について論述した｡本研究の成果はDNAマーカーを用いた効率

的なアカクローバ育種法の開発の基盤となる｡
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DevelopmentofDNAmarkers0fredclover(2Lifoh'zLmPtleぬ〃seL.)

anditspotentialtobreeding

SachikoISdbe

Summary

With theaimoffacilitatingtheredcloverbreedingmethodology

withtheaidorDNAmarkers,DNAmarkersofredcloverweredevelopedand

theirpotentialtobreedingwereestimated.Firstly,developmentofanew

varietyandbreedingmaterialsofredclover(qhiloJL'umpzleteDSeL.)were

donebycrossbreedinglnOrdertoinvestigateperformanceofconventional

breeding.Secondly;withtheaimofestablishinggenetic/genomicresourcesof

redclover,RFLP (Restriction FragmentLength Polymorphisms)and

microsatellitemarkersweredeveloped,followedbyconstructionoftwo

geneticlinkagemaps.Thirdly,forestimationofpotentialtobreeding,the

transferabilityanduniversalityoftheDNAmarkerstobreedingmaterials

and mapping QTLsrelated to winterhardinesswith two mapping

populationswereinvestigated.

1. Ǹatsuyu',anewdiploidvarietyofredclover,whichwasdevelopedby
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maternallineselectionprogramatNationalAgriculturalResearchCenter

forHokkaidoRegion and Hokkaido PrefecturalKonsen Agricultural

ExperimentStation.̀Natsuyu'wasbredbyrandomcrossingoffわurmaternal

linesthatwereselectedfrom44varietiesorlines.

Ǹatsuyu'hasthecharacteristicsoflow competitiveabilityto

timothyandperennialityduetogoodoverwinteringability.Itseemedthat

thereasonsofthelowcompetitiveabilityof̀Natsuyu'totimothywerelower

degreeof凸oweringandlowerplantheightinthesecondcrop.̀Natsuyu'

showedbettervlgOrOuSandregrowthintheearlysprlngthanH̀okuseki'and

K̀urano'.Itwasrevealedthatimprovementofperennialitywaspossibleby

maternallineselectionwithin20years.

2. Zigzagclover(TmedL'umr,2n=80)andredcloverwerehybridized

andbackcrossedfourtimestoredclover(BCl,BC2,BC3,andBC4),then

assessedthebackcrossprogeniesforseedproductionandvigorunderfield

conditions.Both seedsandpollenfertilityofthebackcrossprogenies

increasedasthebackcrossgenerationsadvanced.Femaleandpollenfertility

ofBC4Were21.3%and65.3%,respectively.Whenhoneybeeswereusedas

pollinators,almostallBC4Plantsproducedmatureseedsinthefield.Mostof

theBCl,BC2,andBC3Plantsdiedbytheendofthefourthyearinthefield,

whereas61% oftheBC4Plantssurvivedforfouryears.Thenumberof
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chromosomesin79%oftheBC4Plantswasmorethan28,whichisgreater

thanthatofredclover.DiftTerencesinleafletsizeandshapebetweenBC4

Plantsandredcloversuggestedthatgenesfrom Tmedl'umwereexpressed

intheBC4Plants.TheseresultsindicatethatBC4Plantsmaybeusefulfor

也eimprovementofthepersistenceofredclover.

3. Tofacilitatebasicandappliedgeneticsinredclover,ageneticlinkage

mapofredcloverwithRFLPmarkerswithCDNAprobesandabackcrossed

mapplngpopulationwasconstructed.Themapcontains157RFLPmarkers

andonemorphologlCalmarkeron7linkagegroups.Thetotalmapdistance

was535.7CM andtheaveragedistancebetweentwomarkerswas3.4cM.

ThisisthefirstreporttoconstructalinkagemapofZtiloll'umspecies.

4. A high-density genetic linkage map with gene-associated

microsatellitemarkerswasgenerated.Atotalof7,159prlmerpalrSWere

designedtoamplifysimplesequencerepeats(SSRs)identifiedinfour

differenttypesoflibraries.Basedonsequencesimilarity,82%oftheSSRs

werelikelytobeassociatedwithgenes.Theselected1,305microsatellite

markersaswellasthepreviouslydeveloped167RFLPmarkerswere

subjectedtolinkageanalysュs.Atotalof1,434locidetectedby1,399markers

weresuccessfullymappedontosevenlinkagegroupstotaling868.7cM in
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length.Each geneticlinkage group waslinked to a corresponding

chromosomebyFISHanalysisusingsevenmicrosatellitemarkersspecificto

eachofthelinkagegroupsasprobes.Macrosyntenyatthesegmentallevel

wasobservedbetweenthegenomesofredcloverandtwomodellegumes,

LotusJaPOD)'CusandMedl'cagotTuDCatula,stronglysuggestingthatthe

genomeinformationforthemodellegumesistransferabletoredcloverfor

geneticinvestigationsandexperimentalbreeding.

5. RFLPandmicrosatellitemarkerswereinvestigatedwithreportto

theirtransferabilitytootherredclovergermplasm.Themeanvalueofallele

numbersperaRFLP and microsatellitemarkerwere3.3 and 6.5,

respectively.Whenalinkagemapwasre-constructedwith90CDNAprobesof

RFLP markersand 177 prlmerpalrSOfmicrosatellite markersby

272ⅩWF1680mapplngpopulation,301lociwerenappedontothelinkage

maptotaling747.5cMinlength.Allprimerpairsofmicrosatellitemarkers

werenappedontosamelinkagegroupsofHRx130mapplngpopulation,

while16%ofCDNAprobesofRFLPmarkersweremappedontothediftbrent

linkagegroups.Therefore,microsatellitemarkerswereconsideredtohave

high transferabilityanduniversalitytobreedingmaterials.

6. QTL analysisforwinterhardinessand Sclez10dnl'a tzT'foll'wum
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resistancewasperformedwiththeRFLPandmicrosatellitelinkagemaps.

ThephenotyplCtraitsofthemapplngpOpulations,272ⅩWF1680and

HRxR130,wereestimatedatNational agrlCulturalresearchcenterfor

HokkaidoregionlocatedinSapporoandAlllRussianWilliamsfoddercrop

researchinstitutelocatedinMoscowregion,Russia.Mostphenotypictraits

showed no significantcorrelation.However,many ofthem detected

signi丘CantQTLsonthesamelocusofthemaps,especiallyonLG6.1twas

consideredthattheQTLsonLG6Werepotentregionwherecandidate

selectionmarkersrelatedtowinterhardinesshadbeennapped.

Inconclusion,RFLPandmicrosatellitemarkersweredevelopedand

twolinkagemapsofredcloverwereconstructed.Theresultsuggestedthat

themarkersandmapsinformationhavehigh Potentialtoimproveredclover

breedingmethodology.
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