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［具体的データ］

5. コムギの AFLPマーカーを効率的に STS化するための

Extension-AF LP法
〔要約〕 AFLPマー カーの選抜プライマーに塩基を付加した4種の 3次選抜フ ラ゚イマーを用いて nested

PCRを行う Extension-AFLP法は、多型を示すターゲ ットDNA断片を効率的に選抜する方法である。こ

れにより、コムギの AFLPマーカーを効率的に STS化できる。
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［背景・ねらい］

AFLP (増幅断片長多型）マーカーをSTS(Sequence Tagged Site)化 してゲノム DNAからその特定配列

をPCRで増幅できる STSマーカーに移行するには、AFLPのタ ーゲッ トバンドをサブクロ ーニ ングして

塩基配列を特定し PCRプライマーをデザインする。ゲノムサイズの大きいコムギでは、 AFLPのタ ーゲッ

トバンドに複数のゲノ ム領域の コピーが含 まれるため、 複数シ ークエンスからタ ーゲッ ト領域の配列を

選び出すのが困難である。また STS化の過程でデザインした プライマーを用いても、タ ーゲットの断片

長多型を消失してしまうなど STS化が非常に困難である 。そのため、コムギの AFLPマーカーを効率的

にSTS化する Extension-AFLP法を開発 した。

［成果の概要•特徴］
I. Extension-AFLP法は、AFLPマーカーの選抜プライマー (selectiveprimer)に A,T,G,Cの塩基をそれぞ

れ付加した 4種の 3次選抜プライマーを用いて nestedPCRを行う 。その中から多型を示すタ ーゲッ ト

DNA断片を増幅する選抜性の高いプライマーを選び、この操作を繰り返すことでゲノムからタ ーゲッ

ト領域の配列を効率的に選抜する方法である。

2. AFLPマーカーをサプクローニングする際のターゲットクロ ーンの割合 (E-ACT/M-CGACI18-120が

15.6%、E-AAC/M-CGAC285は 37.5%)が、 3回の Extension-AFLP操作に より単一のタ ーゲッ ト領域の

配列を選択的に選び出すことが可能で (93.8%及び 87.5%)、後は従来通りシ ークエンスお よびPCRプ

ライマーデザインすることで、従来法よりも効率的に STSマーカーを開発できる （図 l)。

3. Extension-AFLP法により 、コムギの赤かび病抵抗性QTLに大きく寄与する 3BS染色体の 2つの AFLP

マーカーが STS化 (STS-118-120、STS285)でき 、ターゲ ット領域の配列の増幅と多型が検出できる

（図 2, 3)。

4. AFLPマー カーが優性マーカ ーの場合 PCRの失敗によるバンドの欠失の見分けが困難であるが、同

時に第3のプライマーを用いて共通の増幅断片を得ることで優性マーカーでも分離が確認できる（図3)。

［成果の活用面・留意点］

I. Extension-AFLPによる効率的な STS化法は、コムギ以外の場合にも適用できる。

2. 2.AFLPの際の制限酵素認識サイトに欠失がある場合は、Extension-AFLP法でも STS化が困難な場合

がある。

First round 

g
 

ーーー

％
 

nc n
s

3
 

e
 

3
 

eqnd 

s
a
 b

,
 

gel

-
＿
 

＆
 

g
 

in111r

C
 

T
 

n

ぃ

l
o
e
 

col 
ヽ

~

↓
 3

勾

ー

0

1

1

2

 

I

、_‘
(
‘
'‘

I

A

A

 

、し

は
C
G
e
G

n' 

G
 

L
 

c
 

F
 

I

A

A

A

 

A
 

し

C

G

G

G

."
c
c
c
c
 

ー

ー

ens
↓
>

C

C

T
 

I

Ti

1

1

1

 

o
x
c
c
c
c
 

A

A

A

A
 

＼
 

IIl

り”

p

ヵ
6

0

0

C

G

T
 

L

0

 
G

G

G

 

IF
↓
;
＾
 

t

G
 

し

c
c
c
c

i

o

9

1

A

A

A
 

e
n
s
G
C
G
e
G
C
G
 

I

I

I

 

c
 

,~

”/ 

．
．

．
 

x

1

1

1

1

 

c
c
c
c
 

c
 

A

A

A

A

 

／
 

L
P
g
g

悶T
 c

 

AF
↓
A

C

G
 A

 

ト

c
c
c

_

I

A
 

~8 

CGeGAiCG 

l

y

rl
r
 

e
 

ー
X

1

1

,
 

c

c
c
c
c
 

A

A

A

A
 

／
 

、J98
%
 

(

6~ 
5
 

c
 

ー
ヽG

1
 

-＿
 

c
 

TIC 

T
 

c
 

A
 

X=G7.8 

g
 

ー

．＇ 
ー

％
 

lC 
ーe
 

11

5
 

7
 

equd 

s
a
 

&

b

8
 

g
gel

=-

m
r

C
 

T
 

"
s
 

lo
c
 

c
tll 

)

↓

5
 

8
n
”
s
l
5
 

ー

I

I

I

 

[-

、し

1

、,`

(A
-
X
 

、し

C
A
A
C
A

℃
 

c
c
 

c
 

c
c
 

A

1

A

A

 

9

C
G
e
G
 

C
G
C
G

I
 

↓
>

Cl

GI

1
 

c
c
c
c
 

＼
 

し

A

A

A

 

A

A

A

'
 8

 

＼
 

Ol””7 

“、0
‘
0

3

G
.
 

＝
 

C

G

r

-X
 

〇
｀

c
c
c
 

上
1

c
c
 

c
 

A

A

 

c
c
 

I

A

 

G

J

G

G

G

 

C

IC

I
C
I
C
 

cl
c
c
c
 

＼

＼

 

ん

し

I

A

 

し

4／
 

g
⑱

⑬

g
7
6
.
 

[-

↓
C
A
C
C
C
G
C
T
-
X
 

G
A
5
G
A
G
A
 

ciC

竺
i

心

＼

い

い

ふ

＇ 

＞
 /

＼
 

）
 07

%
 

CI

5
 

c

7
 

3
 

9
.
 

＝
 

G
 

c
 

c
 

Cl A

T
 

ー

＇ 

STS//8F 
E-ACT /M-CGACI 18 I廊 CTGCGTAC叫TTCACTACATATAT-TCC-GACATAMCA似叫ATCTCATTGTA
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図2 赤かび病抵抗性関連のAFLPマーカーE-ACT/

M-CGAC118-120のシークエンスと STS化の

ためのプライマー配列と STSマーカーのバ

ンドパターンの比較

叉-16.0

図 1 赤かび病抵抗性関連の
AFLPマーカー E-ACT/

M-CGAC118-120 (上）と
E-AAC/M-CGAC285 

（下）のSTS化のための

Extension-AFLP法のフ

ローチ ャート． （ター
ゲット配列を増幅した
プライマーを斜字で、増
幅されたバンド数と共
に示す。TC=サブクロー

ニン グ時のタ ーゲ ット
クローンの割合）

1'斤云石品石五加TTCAACCAGAACAAGCTATGTCAGAtCCACCCACGGCTTGA TTGTT 

STS285F 
61' TTCCACAA TAGCAT AACTAGAATCTTTTTGGTGTGCCATCCATA TGTACAA TTGTTT A TT 

S「S285F2
121'TTNAAGTCA TGGCACAGGGAA TGCTTGACCCTCAAAATACATAGCAA TAAGTGA TGA TTT 

181'TGCTTGACATAAAAACACAA TAA T ATGCTCCTCATCTT ATCGAGAAGCTTTGTGTGATCA 

E-AAC/M-CGAC285 

STS285 -..... .......... .......... 
図3 赤かび病抵抗性関連のAFLPマーカーE-AAC/

M-CGAC285のシークエンスと STS化のため

のプライマー配列と STSマーカーのバンド

パターンの比較 (STS285F2+285Rにより共

通のバンドが増幅され、優性マーカーの確認
が出来る）

［その他］

研究課題 ：開発途上地域における主要作物の不良環境耐性改良のための育種法の開発研究
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