
Ⅰ．はじめに

　スギザイノタマバエ（�������������	���Inouye）の被害に対す

る育種的な対応の一環として，幼虫の人工接種による試験を実施

し，皮紋の形成が少ないスギ個体を抵抗性個体として選抜した

（�）。しかし，抵抗性個体は実生林分だけではなく，さし木林分

からも選抜されており，同一の林分から複数の個体が選抜された

場合もある。このことは，同一クローンから複数の個体が選抜さ

れた危険性を示唆するとともに，在来品種から選抜された可能性

をも示唆するものである。

　そこで選抜された個体の中に同一クローンがあるか否かを

チェックするため，抵抗性個体として選抜した４０個体のうち３８個

体，在来品種で抵抗性の高いゴウセスギ，計３９個体を対象として

RAPD（Random Amplified Polymorphic DNA）マーカーによる

個体の識別を行った。

Ⅱ．材料と方法

　抵抗性であると評価された４０個体のうち，林木育種センター九

州育種場内に保存されている３８個体及びゴウセスギ（県精英樹日

田２４号）を供試材料として使用した。表－１に抵抗性個体が選抜

された林分の所在地及び実生・さし木の区分を示した。

　実生の激害林分から選抜されたのは，佐賀県の９個体，熊本県

の１２個体，大分県の４個体であった。このうち，佐賀県産の個体

は同一林分から選抜されている。また，熊本県では異なる林分か

ら選抜されたものの，一つの地域（五木村）に集中していた。一

方，大分県の選抜林分は３地域に分散していた。宮崎及び鹿児島

の２県の抵抗性個体は，宮崎１５を除いてさし木林分から選抜され

たが，その林分は比較的広い地域に分散していた。

　これらの抵抗性個体はさし木によってクローン増殖され，九州

育種場内に保存されている。５月に各クローンの針葉を採取して

－２０℃で冷凍保存し，それぞれ約１ｇを用いて全DNAの抽出を

行った。DNAの抽出には，針葉に含まれる多量の多糖類を除くた

め，ポリエチレングリコールで処理する方法を用いた（�）。

　PCR反応液の組成は，１５μｌ中に×１０バッファー１．４μ l，

５０mM塩化マグネシウム０．６μ l，１０mM dNTP ０．１μ l，５μMプ

ライマー０．６μ l，Taqポリメラーゼ（GIBCO BRL製）０．３Ｕ，滅

菌水１０μl，１５ng／μlに調整した鋳型DNA２μlである。反応に

は９６穴のポリカーボネート製のプレートを用い，サーマルサイク

ラーはアステック社のPC－８００を使用した。PCRは，最初に９４℃

１分の熱変性を行った後，９４℃・１分で熱変性，４５℃・１分でア

ニーリング，７２℃・２分で伸長反応のサイクルを４５回繰り返し，

最後に７２℃・１分で処理した。得られた増幅産物は，エチジウム

ブロマイドを含む２％のアガロースゲルを用いて電気泳動した後，

UVトランスイルミネーター上でDNA多型を検出した。

　個体識別に使用したマーカーは，近藤らがヤクスギの個体識別

（�）に用いた１０プライマーに加え，新たにオペロン社製の３７プ

ライマーからスクリーニングした。

Ⅲ．結果と考察

　プライマーのスクリーニングの結果，３回の異なる PCRにおい

て明瞭なバンドとして検出され，多型が確認された１１種類のプラ

イマー・１５本のバンドをマーカーとして使用した。

　表－１に示した３９の抵抗性個体について，使用したRAPD

マーカーの出現パターンを調査した。バンドが出現する個体は１，

出現しない個体は０として表記し，１５マーカーの組み合わせを各

個体のDNA型とした。今回用いた１５マーカーの３９個体における

出現率は，最大で９０％，最小で１５％，平均４９％であった。

　実生林分から選抜された抵抗性個体のうち，佐賀の９個体及び

熊本の１２個体は全て異なるDNA型を示した。佐賀県では同一林

分，熊本県では狭い地域から抵抗性個体を選抜しているため，比

較的近縁の個体が存在する可能性が高いと考えられたが，今回の

RAPD法で全て識別できた。一方，大分県が選抜した４個体の

うち，日田市から選抜された大分２０，同２３が同一のDNA型（以

下 type A）を示した。選抜台帳によると，この２個体は実生の

異なる林分から選抜されていた。しかし林分の所有者は同一人物

であることや，日田市がさし木林業地帯であることから，同じ系

統かクローンを植栽していた可能性があり，このことが大分２０と

同２３が同一のDNA型に区分されたことに影響したと考えられる。

　宮崎県及び鹿児島県から選抜された１３の抵抗性個体は，ほとん

どがさし木林分から選抜されていた。このうち同じDNA型を示
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したのは，宮崎１，同４，同９，同１０，同１８（Type B），宮崎８，

同１２（Type C），鹿児島８，同１３（Type D）であった。宮崎・鹿

児島ともに広い地域に分布している林分から選抜されているにも

関わらず，同一のDNA型が確認されたことは，Type B ～ Dは

汎用されている在来品種である可能性を示すものであり，今後こ

の３タイプと在来品種との関係を検討する必要があると考えられ

る。

　以上の結果，選抜された３８の抵抗性個体は，１１プライマー，１５

バンドによるRAPD分析により，３０のDNA型に分類できた。ま

た，在来品種であるゴウセスギは，他の全ての個体と異なる

DNA型を示した。
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表－１．抵抗性個体の品種系統とマーカーの出現状況

DNAS０７R１６R９Ｒ８Q２０P１７P１４P１０O２０G１１G１０マーカー

Type７２０５８０１７００１６００９５０１０００８５０８００１１００５５０５００９００６００６００５００選抜地　品種系統個体名

０１０００１１０１０１１１１１佐賀３

０１１００１１０００１１１０１佐賀５

０１００００１０００１１０１０佐賀６

０１１１０１１０１０１１０１１佐賀１３

０００１０００１１１１１０００藤津郡太良町 *実生 *佐賀１６

０１１０１１１０００１１００１佐賀２３

１００００１１００１０１１０１佐賀２８

１０１００１１０１０１１００１佐賀３５

１１００１０００１０１１０１１佐賀３６

０１０００１１０１０１０００１球磨郡五木村精英樹自然 **熊本２９

０００１０００１１０１０１１１球磨郡五木村精英樹自然 **熊本３３

０１１０００１０１１１０１１０球磨郡五木村実生熊本３５

１０１１０１１０１０１１１１１球磨郡五木村実生熊本３７

１１１００１１０１０１１００１球磨郡五木村実生熊本３８

１０００１０１０１０１１１１１球磨郡五木村実生熊本３９

１１１００１１００１０１１１１球磨郡五木村実生熊本４２

１１０００１１０１０１１１０１球磨郡五木村実生熊本４４

０１００００１０１０１１０１１球磨郡五木村実生熊本４６

０１１１０１１０１０１１１１０球磨郡五木村実生熊本４８

１０１００１１０１１００１１１球磨郡五木村実生熊本５１

０１１１００１０１０１１００１球磨郡五木村実生熊本５３

０１０００１１００１１１０１１玖珠郡九重町実生大分１４

００００００１０１０１１１１１直入郡直入町実生大分１９

A０１００１００１１０１１１０１日田市実生大分２０

A０１００１００１１０１１１０１日田市実生大分２３

B０００００１０１１０１１０００北諸県郡三股町さし木宮崎１

B０００００１０１１０１１０００北諸県郡三股町さし木宮崎４

C０１１００１１０１０１１１１１西都市オビスギ系宮崎８

B０００００１０１１０１１０００西都市オビスギ系宮崎９

B０００００１０１１０１１０００東臼杵郡南郷村オビスギ系宮崎１０

B０００００１０１１０１１０００児湯郡木城町オビスギ系宮崎１１

C０１１００１１０１０１１１１１児湯郡木城町オビスギ系宮崎１２

０００００１０１００１１００１東臼杵郡西郷村オビスギ系宮崎１３

０１００００１０００１１１１０東臼杵郡西郷村混交 ***宮崎１５

B０００００１０１１０１１０００東臼杵郡諸塚村オビスギ系宮崎１８

D００００００１０１０１１０１１出水市オビスギ系鹿児島８

０００００００１１００１００１指宿市さし木鹿児島１１

D００００００１０１０１１０１１薩摩郡入来町メアサ鹿児島１３

０１００１１０１１００１００１ゴウセスギ日田２４号

０．２３０．５４０．３３０．１５０．１５０．６２０．６４０．３３０．７９０．１５０．８７０．９００．４４０．４９０．７２出現頻度

*：同一林分から選抜　　**：精英樹の自然交雑による実生　　***：さし木と実生の混交林分
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