
Ⅰ．はじめに

　近年植物ゲノムではAFLP（Amplified fragment leng-

th polymorphism）（10）マーカーが用いられ林木の連

鎖地図が作成されている（6）。AFLP法は RAPD法同

様，ゲノム全体からランダムに多くのDNA分子マー

カーを得ることができる。また，AFLP法は，再現性及

び一度の泳動で得られる情報量においてRAPD法より

も優れているため（5），RAPD法に代わる分析法として

用いられるようになっている。しかし，AFLP法は対象

となる生物種のゲノムサイズによって影響を受けるため，

ゲノムサイズがきわめて大きい針葉樹では，Vos らの原

法を改良して連鎖地図作成が行われている（1，2，7，8，

11）が，いまだ完成された分析とは言い難い（4，7）。

　そこで本研究ではより質の高いデータを得るために

AFLP分析に使用するDNAポリメラーゼについて検討

を行った。また，胚乳家系を用いた連鎖地図作成で解決

しなければならない問題の一つに，使用DNA量に制限

があることである。再現性のある情報を得ることのでき

る供試DNA量についても検討を行った。

Ⅱ．材料と方法

　クロマツ針葉から改良CTAB法（9）を用いてDNA

の単離を行い，QIAEXⅡGel Extraction Kit（QIAGEN）

で精製し供試した。

　AFLP分析はVosらの方法を改良して行った。制限酵

素切断及びライゲーション処理は２５℃で１０時間，４℃で

６時間行った。得られた反応溶液は，TE ０．１（１０mM 

Tris-HCl，０．１mM EDTA，pH８．０）で５倍希釈し，pre-

amplification の鋳型とした。

　Preamplification は，TakaRa Ex TaqTM（TaKaRa：以

下 Ex Taq），AmpliTaq � DNA Polymerase，Stoffel 

Fragment（Perkin Elmer：以下 stoffel Fragment），

AmpliTaq� DNA Polymerase（Perkin Elmer：以下Amp-

liTaq），PLATINUMTM Pfx DNA Polymerase（LIFE　

TECHNOLOGIES：以下 Pfx）を用いて行った。Pfx以

外の反応条件は，９４℃で３０秒の変性，５６℃で６０秒のア

ニーリング，７２℃で６０秒の伸長反応を２０サイクルである。

Pfxでは，まず９４℃で２分間処理した後，９４℃で１５秒の

変性，５６℃で３０秒のアニーリング，６８℃で６０秒の伸長反

応を２０サイクル行った。この増幅産物をフルオロメー

ターを用いて定量し，DNA濃度が５ng/ μl になるよう

滅菌水で希釈し，selective amplification の鋳型DNAと

した。

　Selective amplification は，１０μl 反応溶液で行った。

PCRはタッチダウン法を用いて行い，Pfx以外では，９４　

℃で３０秒の変性，３０秒のアニーリング（温度は６５℃から

１サイクルごとに０．７℃ずつ下げた），７２℃で６０秒の伸長

反応を１２サイクル行った。さらにアニーリング温度を５６　

℃に固定して２３サイクル行った。Pfxでは，まず９４℃で

２分間処理を行った後，９４℃で１５秒の変性，３０秒のア

ニーリング（温度は６５℃から１サイクルごとに０．７℃ず

つ下げた），６８℃で６０秒の伸長反応を１２サイクル行った。

さらに５６℃のアニーリング温度で２３サイクル行った。

　電気泳動は，６%変性ポリアクリルアミドゲル（５．０M　

Urea）を用いて自動蛍光シークエンサー（３７３DNA Seq-

uencer Stretch，ABI）で行った。得られたデータは

Gene Scan ２．１（ABI）を用いてサイズの補正を行い，

Genotyper １．１．１（ABI）により解析した。

Ⅲ．結果及び考察

　（１）供試DNA量

　制限酵素切断及びライゲーション処理に使用する

DNA量について，２５０ngと５００ngの２水準をもうけて

検討した。PCRに使用したDNAポリメラーゼは，Ex 

Taq，Stoffel Fragment，Ampli Taq である。Preamplifi-
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cation　及び selective amplification の結果（図１），全

てのDNAポリメラーゼにおいて供試DNA量が２５０ngと

５００ngで差は見られなかった。そのためその後は，

２５０ngの全DNAを用いてAFLP分析を行った。

　（２）使用DNAポリメラーゼ等の検討

　Ex Taq，Stoffel Fragment，Pfx　を用いて preamplifi-

cation，selective amplification を行った結果，Pfxが最

もよく増幅し，長いフラグメントを得ることができた。

また，他のDNAポリメラーゼに比べ鮮明なクロマトグ

ラムが得られた（図２）。鮮明なクロマトグラムを得る

ことができた理由として，PfxがTerminal Transeferase

活性を持たないということがあげられる。Taq系のDNA

ポリメラーゼはこの活性を持つため，PCR産物の３' 末端

にアデニンの付加を機会的に行う。そのため同一の

DNA領域から複数のフラグメント（DNA分子）が生産

される恐れがある。しかし，この活性を持たない Pfxは，

わずかな例を除き一つのDNA領域から一種類のフラグ

メントしか生産しない。このため，クロマトグラムが単

純化され，より正確な分析が可能になったと思われる。

さらに Pfxは酵素活性部位に特殊なタンパク質（抗体）

が結合しており，９４℃になるまで酵素活性を示さない。

このため，自動ホットスタートが可能であり，プライ

マーダイマーの生成を低く抑えることができる。これら

の性質により，Pfxはゲノムサイズが大きいために多数

のフラグメントが増幅されてくる針葉樹においては，特

に有用であると考える。

　Paglia らが Picea abiesのAFLP分析において高い再

現性が得られないと報告している。これに対し， Estelle　

らは，これは細かいフラグメントの読み過ぎに起因して

いると反論している（3）。しかし，これは対処的処理

でありAFLP法の再現性を高める抜本的な解決には

なっていない。今後，針葉樹におけるAFLP法の再現

性を高めるために，制限酵素処理・リガーゼ反応，

preamplification，selective amplification について詳細な

検討を行う必要があると考える。
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図－１　使用DNA量の違いによるクロマトグラムの比較

図－２　各酵素により増幅されたクロマトグラムの比較


