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イネのツマグロヨコパイ抵抗性のDNAマーカー選抜のための

ＳＮＰ判別PCRの利用
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Ｉ緒言

近年、農作物生産の現甥における減農薬栽培及び省力

・低コスト栽培に対する嬰舗から、病害虫抵抗性品稲育

成への期待が高まっている．一方、各種の病害虫抵抗性

形質に連鎖するDNAマーカーの開発が進み、新品稲の育

成促進に寄与している（安藤、2005)。さらに、各稲植

物のゲノムの一部もしくは全体の塩基配列が解明され、

この情報を用いることによって有用形質に迎鎖するDNA

マーカー開発が従来より容易になっている。

イネ萎縮ウイルスを媒介するツマグロヨコバイ

ハハゆ加陀雌蜘α“Ｓ（Uhler）に関しては、数租の抵抗性

遺伝子が見出されている（TakitaandNishiyama、1989；

Ｓａｋａｅｔａ1.,2006；Ｆｕｋｕｔａｅｔａ1.,1998)。この一つであ

る抵抗性遺伝子Ｇ鋤４は単独では抵抗性を示さないもの

の、Ｇ７１ｈ２と組み合わせてイネに導入することにより、

安定した抵抗性を示すことが知られており、これまでの

ところ、この抵抗性を打破するバイオタイプの出現は昭

められていない（Ｈｉｒａｅｅｔａ1.,2007)。

Ｇｊ１ｂ４については、イネゲノム塩基配列を利用するこ

とにより、この遺伝子と連鎖するDNAマーカーGl44が

見出されており、このDNAマーカーの判別にはCAPS法

(CleavedAmplinedPblymomhicSeque､Ｃｅ,Koniecznyand

Ausubel，1993)が用いられている（田村、2000)。本法

はPCR増幅産物を特定の制限酵素で切断して制限酵素

断片長多型を見出す手段である。しかし、CAPS法はPCR

による増幅と制限酵素による切断の２つの手順が必要と

なるため、作業が煩雑であり、用いる制限酵素の租類に

よってはランニングコストが商いという欠点がある。ま

た、PCR反応液を糟製せずに制限酵素処理をすると、制

限酵素による消化が不十分でバンドパターンが不明瞭と

なり、判別が困難になる場合がある。このため、多数の

サンプルを処理する育菰選抜の場合には、さらに簡便で

コストの低い方法の開発が望まれる。一方、一塩基多型
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５１

（SNPs，SingIe-NucleotidePolymorphisms）をPCRで識別

するHayashietal．（2004）の方法（以下SNP判別PCR

とする）は、判別プライマーの３，鎧をSNP位瞳に設定

し、そのミスマッチを利用した遺伝子型判別法であり、

ＣＡＰＳ法のように制限酵素切断を必要としないため、

手順が簡単で低コストである。また、本方法はゲノム上

に多数存在すると考えられるSNPsを判別できるため、

CAPS法よりも応用範囲が広いと考えられる。

そこで、CAPS法の代わりにSNP判別PCRを用いてG144

の遺伝子型の判別を試みた結果、簡便、正確かつ低コス

トで判別できることが明らかになったので報告する。

Ⅱ材料及び方法

１･供賦材料

供拭品租として、ツマグロヨコパイに対する抵抗性系

統の｢イネ中間母本農６号(以下「中母農６号」とする)」

及び感受性品稲「ふさおとめ」を用いた。また、千葉県

農林総合研究センター育菰研究所水稲育菰研究室におい

て「中母農６号」と『ふさおとめ」を交配した個体（以

下「交配個体」とする）を用いた。さらに、同研究室で

育成しているツマグロヨコパイ抵抗性系統（以下「抵抗

性育成系統」とする）を用いた。これらの個体から、最

も若い展開葉の組織をDNA抽出用として採取した。

２．イネからのゲノムDNA抽出

葉組織から、ガラス繊維ろ紙を利用した簡易迅速な

DNA抽出法である村元・沢野(2004）の方法に従って、

DNAを抽出した。すなわち、ガラス繊維ろ紙にＤＮＡを

固定後、洗浄液で不純物を洗浄し、その後綴衝液にろ紙

を浸すことにより、ＤＮＡをろ紙から溶出した。

３．供試DNAマーカー及びCAPS法による遺伝子型の判別

ツマグロヨコパイ抵抗性遺伝子Ｇ肪孝に連鎖するＤＮＡ

マーカーG144の傭報を公開データベース（AccessionNo･

D13527及びDl4745）から得て、抽出したDNAのGl44の遺

伝子型をCAPS法で判別した。すなわち、抽出したＤＮＡ

からGl44マーカーの領域を含むDNA断片をPCRで増幅








