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産地間識別法の応用  

藤家薬子、日尾野隆＊、伊藤劇弥＊、柴田 勝＊、永田 洋   

Application of RFLP Markers to Provenances Variation of Euca妙ius camal～  
J／／／／り？∫／－、ヾ  

Yoko Fujiie，TakashiHibino，KazuyaIto，Masaru Shibata，HiroshiNag・ata  

Eucab4）tuS has been classified about500species by morphologicalaspects．In plan－  

tation，aS Suitable etlCalypts are planted，Classification of Euca妙tusspecies orprovenan－  

CeSis necessalγ・ However，the classification often can not be performed onlywith  

morphologicalaspects・Thus，anirnproved classification rnethod tlSing RFLP analysis  

WaS eStablished・TotalDNA wasisolated by modified CTAB method that yield high－  

1y purified and high molecular weight nucleic acid．Results from seven provenances  

in E.cnnlnEclult?nsis showed that these six provenances were classified using their own 

RFLP rnarkers，although there were severalpolymOrphic patternSin a provenances．In  

thisstudy，ⅠそFLPmarkerswereshowntobeusefulforclassificationofspeciesorprovenan－  

CeS mOrel‾aPidly or exactly than the morphologlCalclassification method．  

Keywol－d：RFLP，g〝Cαわ少ね£5Cα∽α揖〟お乃ざね  

ユーカリは植林対象水として世界的に注目されている。ユーカリ属には稼が500種以上も存在し、種の  

中でも産地によってさらに細かく分類されている。ユーカリを植林する場合、利用日的および植林地に  

適合する種あるいは産地の選抜が必要である。従来の選抜法では、主に形態的特徴を基準に分類してお  

り、産地によっては差異が微妙であるため判定を誤る可能性がある。また、種間雑種の存在により適合  

樹種の判定が困難である場合が認められる。これらの問題点を解決するために、本研究ではDNA分析法  

の仙・つであるRFLPを用いることによって、産地間織別姓の確立を検討した。その結果、農相疹朗ぬ  

C〟沼α／d〟ね乃ぶね穫6産地のRFLP解析によって個体ごとに林米特有のヘテロ性に由来する、異なる多型  

パターンが得られ、いくつかの産地特異的RFLPバンドの存在が経められた。樹木の場合、形態的特徴  

による織別ができるまで多大な時間を要するが、RFLPマーカーを識別基準として用いることにより、  

迅速かつ正確な産地間あるいは種間判定が可能であることが示唆された。  

キーワード：RFLP，g〟Cα拗～αざCα∽α〟〟お花ぶね  

＊：ヨ三千製紙森林資源研究所   
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Ⅰ は じ め に   

天然林減少の問題が深刻になってきている今日、天然林に依存することなく、大盛の木材チップを短  

期間に生産する計画的な植林事業が塵要である。パルプ用材として植林率楽に利用されている樹木の中  

でもユーカリのおめる割合は年々増加している。その理由としては種が豊富であり、その分布域も非常  

に広範囲なため、地域の環境に通した種の選択が容易であること、成長も極めて早く、萌芽更新するこ  

となどがあげられる。主にブラジル、オ仙ストラリア、インドネシア、南アフリカなど、暖帯、亜熱帯  

地域で大規模に植林が行なわれ、大きな成果をあげている。植林に用いられている代表的な様にg俳画妙  

才乙£∫g用乃d才ざ，E．祝71坤力〆払，g．gわ∂J〝ざ，g．乃グ～β瑠ざがあげられる。これらの種はユーカリの中でも成長が  

早く、材質も優れている（恥   

植林事業を展開するにあたり、その地域に適した穏、産地を選択するために、既存林の調査、もしく  

は試験植林を行い、植林に適すると判定されたユーカリの種、もしくは産地を選抜する。選抜形質とし  

ては、一般に樹商、幹形質（過渡）、枝習性（細い）、耐病虫性等1－0～15項目の形質が使用される。パル  

プ材育種の場合は、成長性に加えて、容積蔑、パルプ収率、リグニン含有盈などを選抜基準に加えてい  

る（乃。ここで間蔑となるのは植林地における速水の種、もしくは産地を明らかにするために、従来は表  

現形質の差異を基準にしてきた点である。ユーカリはオーストラリア全土に分布し、種の数は500以上に  

のぼる。それぞれの種の中でも樹皮、寒、花、果実などの形態上の特徴（表現形質）から産地間ごとに  

さらに細かく分類されている（動このようにユーカリ属は多様であり、早生樹ではあるが、表現形質の  

差異が確認できるまでに、少なくとも3～4年は必要である。また、褒現形質の差異が環境条件などの  

影響を無視できない場合や、雑種性を示し、判定が微妙である場合などは形態上の特徴を用いた識別は  

困難になる。この間題を解決するため、ユーカリの種、産地を明確に織別することが可能な、新たな判  

定基準の開発が望まれていた。   

現在様々な分析法が開発されているが、L本研究ではRFLP（Restriction enzymeFlagment Length  

Polymorpllism）法を用いてユーカリの産地間識別法の確立を目指した。産地間識別法を確立するため、  

まず、DNA抽出法についての検討を塵ねてきた。そして産地間職別を可能にするRFLPマーカーの探索  

を行った。今回はDNA抽出法、g．Cα〃？α㍍〟お粥ぶね種6産地におけるRFLPマーカーの獲得について報告  

する。  

‡ 供 試 試 料   

E．camakluhmsisO）6産地、Gibb river，Katherine Tiver，Bullock creek，Petford，Gilbert riv－  

er，Ke1111edyrivel－を材料に用いた。これら6産地を図－1に示した。播種および種苗の育成は王子製  

紙株式会社森林隊源研究所亀山研究室圃場で行った。DNA抽出材料としては2年生水の新薬を用いた。  

Ⅲ 実 験 方 法  

1．DNA抽出法 佐藤らの二方法（句に基づいて行った。紫1gを液体窒素下で乳鉢、乳棒を用いて粉   
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Katherine river   

59  

Bullockcreek 
℃  

図－1．材料に用いただuc∂′ypfusc∂m∂／血／ens／s種．6産地の地理的位置   

状になるまで破砕した。抽出緩衝液（50mMTris】HCl（pH8．0），35mMソルビトール、5mMEDTA，  

10％（w／v）ポリエチレングリコール4000，5％（w／v）PVP，2％（Ⅴ／v）メルカプトニタノール）を  

5舶加え、よく混合した後10舶遠沈管に移した。ホモジナイザーを用いてさらに細かく破砕し、3塵の  

ガーゼで賭した。12，000×gで10分間遠心後、上滑を除いた。沈殿を洗浄緩衝液（50mMTris－HCl（pH  

8．0），35mMソルビトール，25mM EDTA，0．4％（Ⅴ／v）2－メルカプトニタノール）1mゑを用いて懸濁  

した。10％サルコシル溶液120扉，5MNaC1160u，8．6％CTAB・0．7MNaCl溶液130uCを順に加え、  

よく混合し、65℃で20分間、加温した。2m超のクロロホルム：イソアミルアルコール＝24：1混合液を加  

えた後、12，000×臥10分間遠心し、上摘を回収した。上清に2／3盈のイソプロパノールを加えて、室温  

に30分間放置後、12，000×g、10分間遠心した。沈殿を70％エタノール溶液で洗浄後、乾燥し、TE200扉  

に溶かした。   

2．RFLP解析 ユーカリDNA（3〃g）をS扉，gC〃RIにより消化した後、1％アガロースゲルを用  

いて電気泳動した。泳動されたDNAをアルカリ変性させ、ナイロンフィルタ←に転写した。ベーリンガ  

一社製DIG DNA礫織および検出キット添付の説明啓に従いハイプリダイゼーショ・ン実験を行った。プ  

ロープとしてはユーカリcI）NAライブライリー由来のcDNA断片を用いた。  

Ⅳ 結  

1．DNA抽出 幼発1gから約100膨のDNAを抽出することができた。DNAの収盛および精製度は  

薬の採取時期に左右されることなく安定していた。また、血般的なほかのDNA抽出法に比べても迅速に   
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抽出することが可能であった。   

2．RFLP解析 実験に用いたg．cα〃官α㍍αgβ乃5ねの6産地のについて60種類のブロープと5わ丑，gC∂R王  

を用いて各産地の任意の1個体ずつについて予備試験を行った結果、10種類のブロープを選抜した。こ  

れらを用いて各産地10個体についてRFLP解析を行った結果、個体間において数種類の多型が検出され  

た。図－2では＃4プローブおよび、Ec（RIの解析結果、図－3では＃119プローブおよびgc∂RIの解析  

結果を示した。図－2、3から明らかであるように各産地でのRFLPパターンは2～5種類にわたり、  

同山産地内での個体間差が確認された。また、各RFLPバンドのほとんどが産地間において共通に存在  

した。しかし、図－2に示した7．7kbのR王？LPバンド（黒色〉 はKathedne riverに特有であった。－】  

方、図w3からも同様に1．4kbのGilbert riverに特有と考えられるRFLPバンドが確認できた。今回用  

いた6産地の解析において、＃4ブロープおよびgcoRIを用いて解析を行うことによってKatherine riv－  

erを、＃119プローーブおよぴgcoRIの解析によってGilbert riverを識別することが可能であることが示  

された。  
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図－2．＃4およびEcoRlを用いたRFLP解析  
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図－3．＃l19およびEcoR［を用いたRFLP解析   
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Ⅴ 考  

1．DNA抽出 CTAB法（β）に従い、ユーカリからDNA抽出を行ったが、多数に含まれる核酸以外  

の物質（タンパク質、多糖類、二次代謝産物など）のために、i）DNA収盈が低いii）ポリフェノール  

化合物の酸化褐変、といった問題点が認められた。検討を塵ねた結果、有機溶媒抽出による前処理の併  

用により高品位かつ高収率にDNÅを抽出することに成功した。しかし、秋季以外に採取を行った試料で  

は、多盈のゼリー状の爽雑物を完全に取り除くことはできなかった。30％エタノールによる洗浄法（J）な  

どを参考にし、抽出方法を検討したが、問題点を解決することができなか った。平衡密度勾配遠心法（2）  

を導入することでDNAを精製することが可能であったが、操作が煩雑であり、抽出効率の向上にはつな  

がらなかった。   

核分画と抽出の障審となる爽雑成分とを抽出の初期過程でおおまかに分離するために、核（クロマチ  

ン）分画処理を行った結果、ゼリー状物質およぴフェノール物質などの爽雑物を含まないDNAの獲得が  

可能になった。また、収盈的にも改良された。この節処理によって、ゼリー状物質が上晴とともに除去  

され、その後の拍動過程におけるロスが少なかったと考えられた。   

2．RFLP解析 個体間においても複数のバンドパターンが確認されたが、その中でも産地特有のバ  

ンドが存在した。これを用いることによって産地を級別することが可能である。今回用いた6種類の産  

地は、オーストラリア北部に分布する産地に限定されている。且cα椚α故′Jg乃ぶね種には数百の産地の存  

在が確認されている。本研究においてはKatherineriver，Gilbertriverのそれぞれに特有のバンドが  

確認されたが、他の産地について解析を行った場合にKatherir）eriver，Gilbertriverの特有バンドと  

同じバンドを示す可能性は否定できない。正確な産地級別マ｝カーを獲得するためにも、さらに詳細に  

RFLP解析を行うことが必要であると考えられる。樹木の場合、作物品種とは異なり、形態的特徴によ  

る織別ができるまでに多大な時間を要するので、RFLPマーカ｝を用いることにより、迅速かつ正確な  

産地間判定が可能であることが示唆された。この新たな織別法を確立し、植林事案に応用することによっ  

て事業の効率化をはかることが期待される。  
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