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　植物系酵素タンパクのアイソザイムを初めてゲル電気泳動法によって分離したのは, DiXON &

SMITHES5)であった。しかし，酵素染色はなされていない。その後，組織化学で高度の発展を遂

げた酵素染色法とゲル電気泳勣法を結びつけたのは，ＨＵＸＴＨ＆ＭＡＨＥＥＴ７)であり，アイソザイ

ムという名称も１９５９年，Ｍハ皿ＥｎＴ＆ＭＯＬＬＥｎ１１)によって与えられた。　植物酵素アイソザイム

の本格的な研究が始まったのは，その翌年からで，遺伝学者のSCHWハＲＴＺがトウモロコシで精力

的な研究26)を行い，アイソザイムについての遺伝学的基礎をほぼつくりあげた。

　１９６０年代にはいり，林本の分野でもアイソザイムの研究が行われ始めた。我が国では，スギ

のクローン鑑定15)がアイソザイムを利用した最初であった。その後，天然林の家系分析24)クロ

ーンの同定8･14)遺伝子分析叩6･27･3o･31)などに利用されるようになった。特に遺伝子分析での利

用は近年，益々注目されるようになってきた。それは，アイソザイム遺伝子は自然淘汰に対して

中立といわれており，一旦生じたアイソザイム遺伝子は消滅する危険性が少なく，また，ほとん

どのアイソザイム遺伝子座では，その対立遺伝子間に優劣関係がない(共優性)ため，表現型か

ら遺伝子型の推定が容易であるなどの優れた点を有しているからである。

　このようにアイソザイムの遺伝子分析によって検出されるアイソザイム遺伝子は，形態，色素

等の形質の遺伝子と同様に標識遺伝子としての役目を果たし得る。現在までにアイソザイムを利

用した遺伝子分析では，パーオキシダーゼlo･16･3o･31)をはじめ，複数の酵素1A4･6･1リ3･27)でアイソザ

イム遺伝子が報告されている。分析の対象とされた樹種は，我が国ではスギlo･16･31)，ヒノキ3o)，

クロマツ27)など数種である。

　また，アイソザイムは同じ個体内でも器官によって，そのパターンが異なるという器官特異性

がある。そのため材料として，葉，種子(胚，胚乳)，花粉，形成額などを用いて研究が行われ

ている。材料として葉を用いる場合は，種子を材料とする場合にくらべて，他の遺伝形質との連

鎖関係までも検討できる利点がある。また，花粉や形成層を材料とする場合より，採取時期が比

較的自由であり，多くの個体からサンプリングできる利点がある。これらの理由から葉のアイソ

ザイムは遺伝子分析を行う上で有効な研究対象と考えられる。

　アイソザイムを十分に活用し，遺伝育種の研究を進めていくためには，多くのアイソザイム遺

伝子を検出，同定する必要がある。さらに，アイソザイム遺伝子どうしの連鎖を調べ，現在まで

に報告されている色素異常17･19)や形態変異22)などの形質遺伝子との連鎖関係を明らかにし多く

の標識遺伝子を開発して行かなければならない。

　標識遺伝子を利用することにより集団の遺伝構造や集団間の遺伝的分化や伝播の経緯を明らか

にすることができる。また，これらの遺伝子間の連鎖や集団内での交配様式等の解明ができ，遺

伝・育種に関する多くの情報を得ることができる。

　本研究はスギ(ＣりptoTneria丿aponica D . DoN )についてパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝，
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　　　　　　　　スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津村ほか）

それらの遺伝子間あるいは既知の標識遺伝子との連鎖，また，それらの期待分離比の乱れから胚

致死遺伝子の存在の有無等を明らかにすることを目的として実施した。

I　材料および方法

1｡材　　料

　材料として，クモトオシ×オキノヤマスギの３世代材料（材料Ｉ）およびスギ精英樹九林産42，

肝付２，黄金ョレスギ間のFIと自他家系（材料皿）の二つのものを用いた。これら二つの材料

は農林水産省林業試験場で別々に育成されたものであり，親木の系統が明らかで，個体数が比較

的多い，などの理由でアイソザイム分析に適している。また，サンプリングは生長休止期（９月

～３月）に行い，一年生の針葉を採取した。

巾　材料Ｉ：クモトオシ×オキノヤマスギの３世代材料

　クモトオシ，オキノヤマスギとそれらの交配によって得られたF1 10ｲ固体（さし木クローン）

およびF1の個体刑自他家系（F2）の３世代にわたる材料を用いた（図一１）。これらは農林水

産省林業試験場において心材の色，樹形等の各種形質の遺伝調査を目的として育成されたもので

ある。なお，クモトオシ，オキノヤマスギおよびFIはさし木の２年生苗で,F2は実生の２年生

苗である。

（2）材料皿：スギ精英樹九林産４２，肝付２，黄金ョレスギ間のFIおよび自他家系

　農林水産省林業試験場で遺伝調査用に育成された九林産４２×黄金ョレスギ，肝付２×黄金ョ

レスギのF1家系および九林産４２と肝付２の自他家系（S1）である（表－１）。なおF1およ

びSIは，いずれも実生の２年生苗である。

Ｐ

F1

F2

クモトオシ　×　オキノヤマスギ

141 142　　143 144 145 ]L46 147

←（　ｆ）

148 149

　図一１　クモトオシ×オキノヤマスギを両親とする３世代家系図

　　　　　　（数字はクローン番号を示す）

Fig.- I　　Fi　andF2　families with parantages of Kumotooshi
　　　　　　XOkinoyama －sugi.

　　　　　　(Figures　indicate　clonenumbers )
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　　表－1

Table － 1

供試家系および個体数

Investigated families and

these　individual　number.

　　　家　　　　系

九林産４２×黄金ョレスギ

肝　付　２×黄金ョレスギ

九林産４２自殖家系

肝　付　２自殖家系

Fi

Fi

Si

Si

個体数

-

１ ０ ０

　　５

]Ｌ４９

　５４
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2｡実験方法

田　電気泳動法

　アイソザイムに関する研究は，近年，著しい進歩がみられる。それは，アイソザイムを検出す

る手段として，ゲル電気泳動法が急速に発展したためである。ゲル電気泳動では，支持体として

デンプングル，ポリアクリルアミドゲルなどを使用した例が多い。

　従来，林本の分野ではデンプングル法による研究が多く行われてきた。それは，実験操作が簡

単で粗抽出液を前処理なしに泳動できるためであった。しかし，ポリアクリルアミドゲルはデン

プングルより次の点て優れている。（1）機械的強度が大で弾力性があるため取扱いが容易である，

（2）同じ処方で作られたゲルは常に同じ電気泳動性能をもつ，すなわちデンプングルのように加水

分解のたびごとに最適のゲル濃度を調べる必要がない, (3)ゲルが透明で分画像がシャーフであるE）

そこで本研究ではポリアクリルアミドゲルを支持体とした平板垂直電気泳動法を用いた。

　現在，植物でザイモグラム化されたアイソザイムは約４０種に及んでいる。これらのアイソザ

イムの検出は実験に使用する材料および目的によって異なる。林木の分野ではパーオキシダーゼ

の研究が最も多い。それは，パーオキシダーゼが安定した酵素であり，検出が容易であるなどの

理由からである。そこで本研究でもパーオキシダーゼの検出を行った。

（2）ゲルの調製

　本研究の電気泳動では濃度の異なる二種類のゲルを積み重ねて使用した2と上層の希薄なゲル

（粗孔ゲル）は試料の濃縮に使われ，下層の濃厚なゲル（細孔ゲル）はアイソザイムの分離のた

めに使われる。

１）細孔ゲル（濃度7.5％，ｐＨ 8.9 )の調製

　（ａ）調製用原液Ａ，Ｂ（表－２）を１：１の割合にビーカー内で混合する。

　（b）調製用原液Ｃ（表－２）を別のビーカーにとる。

　（ｃ）この(a).(b)二種類の溶液を減圧下でそれぞれ十分に鋭気を行い，気泡をぬく。

　(d) (a),(b)二種類の溶液を１：１の割合で混合する。この際，気泡が入らないように注意して

-
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スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津村ほか）

　　表

Table

－2

－2

　　ゲ　ル　原　液　の　調　製

Preparation　of　gel　stock　ｓolｕtｉｏｎ。

Ａ　　ＩN-HC １　１２０ml, Tr is* 9 0. 5 g.　TEMED*** 0.6ml

　　　Ｈ２０　to　500mi

Ｂ　Ac r y lamid e　150g, Ｂｉｓ＊＊＊４,０ｇ･Ｈ２０　to　５ ０ 0 ml

Ｃ　Ａｍｎ!ｏ nium　persulphate　1 4 0 mg. Ｈ２０　to　100ml

Ｄ　Tris* 14.95 g, -1 N-HC I　1 20ml,　TEMED　１．１５ml

　　　Ｈ２０　to　500ml

Ｅ　A c r y1 ami de　3 7.5g, Bis***６．２５g. HgO　to　5 0 0ml

Ｆ　Ribof ｉ a V i n　20mg･ Ｈ２０ to　１０ 00ml

　　＊:Tris( hydroxymethyl) aminomethane

　＊＊:N.N.N≒1｀ぐ-Tet ramethylethylenediamine

＊＊＊　:　N, N' - Methylene-bis(acrylamide)

　　行う。その後，ゲル容器（ゲル厚ｌｍ）の上端から３０ｍの位置まで，この溶液を静かに注

　　ぐ。

　（ｅ）この溶液は空気との接触を絶たないとゲル化しないため，溶液の上層に蒸留水を少量加え

　　る。この状態で約１時間放置する。

２）粗孔ゲル（濃度3.75％，ｐＨ 6.7 )の調製

　（ａ）調製用原液D, E, F (表－２）をそれぞれ１：２：１の割合で混合し，減圧下で鋭気を

　　行う。

　（b）細孔ゲルが完全にゲル化したのを確認したあと，加えた蒸留水を取り除き, (a)で調合した

　　溶液で２回洗浄する。

　（ｃ）その後, (a)で調合した溶液をゲル容器の上端まで静かに注ぎ，試料溝をつくるために，サ

　　ンプルコウムをさし込み，蛍光灯の光をあてて重合させる。この状態で約１５分放置すると

　　白濁し，ゲル化する。

　（d）ゲル化したら，サンプルコウムをとり，試料溝の2/3までマーカーとしてのＢ。Ｐ。Ｂ．溶

　　液（表－３）を注ぐ。

（3）試料の調製

　（ａ）試料として用いる針葉は生長休止期（９月～３月）のものを採取して，サンプルビンに密

　　閉し，－２５℃の冷凍庫内に保存しておく。

　（b）抽出用溶液としてＥＸＴ．１，ＥＸＴ．２，ＥＸＴ｡3, EXT. 4(表－４）をそれぞれ１０：７：１

-
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　　：１の割合に混合する。

　(ｃ)試料の針葉を直示天秤で100mgとり，あらかじめ４℃に冷やしておいた乳鉢に入れる。さ

　　らに, (b)で調合したＥＸＴ｡１～４の混合抽出用溶液0.75mlとポリクラールAT １００ｍｇを加え，

　　すりっぶす。

　(d)すりっぶした抽出用溶液をマイクロチューブにとり，11752ｘｇで５分間遠心分離を行う。

　(ｅ)遠心分離後，マイクロシリンジを用い，上澄液１０μ１を取り，試料溝に注入する。

(4)泳動操作

　(ａ)ゲル作製が終ったゲル容器を泳動槽にセットし背面に４℃の冷却水が循環する冷却板を

　　取りつける。

　(b)泳勤はゲル断面積1.38cnl当たり，１８ ｍＡで約140分間行う。

　(c) B.P。Ｂ。マーカーが陽極側より５ｍの位置に達したら泳動を終了する。

　表－3

Table-3

( 1 ) Buf fe ｒ

　　　緩　衝　液　の　調　製

Preparation　of　buffer　solution

G Iy ci n e　144g, Tris* 3 0g,

Ｈ２０　to　５０００ml

( 2 ) B. P. B**-Buffer　　　Gly ci ne　2.88g, Tris* 0.6g.

　　　　　　　　　　　　　　　　　B.P.B** 2 ０ mg. Ｈ２０ｔｏ１１ ００ｍｌ

　＊:Ｔriｓ（hydroxymethyl ) aminomethane

＊＊:Ｂ romophenol Bl ue

　　表･

Table

４

４

　　抽　出　用　溶　液　の　調　製

Preparation　of　extraction bｕ汀er　solution

EXT. 1　　0.2M　Ｔｒｉｓ－ＨＣＩ（ｐＨ　7.5)　100ml

　　　　　　　G 1 y c e r i n　１ 00ml, Ｈ２０　to　250ml

EXT. 2　　Tw e e n　８０　６ｍｌ。Ｈ２０　to　20 0ml

ＥＸＴ。３　　ＤＴＴ＊７７１ｍｇ，Ｈ２０　to　50ml

ＥＸＴ。４　　Ｎａ２－･ＥＤＴＡ＊＊＊８３８ｍｇ，Ｈ２０　to　5 0inl

　＊　:　Dithiothreitol

＊＊:　Ethylenediaminetet raacetic Acid

-
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　　　　　　　　スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津村ほか）

（5）染　　色

　（ａ）泳動終了後，ゲルをバット（カード判サイズ）に移し，染色液（表－５）を注ぎ，６０分

　　間染色する。

　（b）染色後，定着液として５０％エタノール溶液を50ml注ぎ，約２４時間放置する。この

　　操作によりパターンは鮮明になる。

　表－5

TabIe-5

　ノ゛－オキシダーゼ染色用の染色液の調製

Praparation of peroxidase staining solution

試 薬 分量

( 1) A.E. C *

（２）β―n a p h th 0 1

(3) Acetone

(4 ) Tris―HCI　buff e r

　　　(1.25mM, pH4.㈲

（５）３％Ｈ２０２

42mg

29mg

2 0 ml

80ml

1 ml

Reagents are mixed　in

order of (l)-(4) and

added 3％　Ｈ２０　lastly.

＊　:3-Amino －9-ethylcarbazole

ｍ　結果および考察

ｔ　ろ世代材料による遺伝子分析

　クモトオシ，オヰノヤマスギおよびこれらの交配によって得られたFIのパーオキシダーゼア

イソザイムパターンを模式的に図一２に示した。分析の対象としたバンドは移動速度の遅い

S ( Rf ：３５）と速いF ( Rf ：３７ ）の対をなす２本のバンドとA ( Rf ：３９）の1本のバン

ドである。これらのバンドはアイソザイムバンドの中で比較的，活性が高く肉眼で容易にその違

いを識別できるもので，これらを写真－１に例示した。

巾　ＳとＦの２本のバンドについて（図一２）

　クモトオシはＳバンドだけを保有（以下，Ｓ型と呼ぶ）していた。一方，オキノヤマスギはＳ

とＦの２本のバンドを保有（以下，ＳＦ型）していた。また, Fj 10個体はＳ型，ＳＦ型のいず

れかであった。 FIでＳ型であったものは，クローン番号143バ44, 145,1410の４個体で, SF

型のものは141, 142, 146, 14 7, 148, 149の６個体であった。

　そこでF1の中からＳ型，ＳＦ型それぞれ任意に３個体ずっえらび,F2でＳとＦの２本のバン

-
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　図一２　クモトオシ，オキノヤマスギおよびFIのパーオキシダーゼ
　　　　　　アイソザイムパターンの模式図（数字はクローン番号を示す）

Ｆ垣.－２　　Peroxidase　isozymepatterns of Kumotooshi , Okinoyama-

　　　　　　SUgl　and　these　Fi　individuals.
　　　　　　(Figures　indicateclone numbers )
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　写真－Ｉ　　Ｓ，ＦおよびＡバンドの位置（例, 147自殖家系F2）

Phote ―Ｉ　Location of S ，Ｆ and Ａ band(ex。s. fami ly of 147)
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　　　　　　　　スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津村ほか）

ドがどのように分離しているかを調べた。 F1でＳ型であった143バ44, 145の３個体はF2での分

離はみられず，すべてＳ型であった。また，F1でＳＦ型であった142, 146, 147の３個体はF2で

Ｓ型，ＳＦ型，Ｆ型（Ｆバンドだけを保有，以下同じ）の３種のタイプに分離した（表－６）。

　これらの結果から，ＳとＦの２本のバンドは１遺伝子座の１対の対立遺伝子に支配されている

とすれば，Ｓ型はホモ接合，ＳＦ型はヘテロ接合で遺伝子型はそれぞれＳ／Ｓ，Ｓ／Ｆとなる。

この仮説が正しければ,F1でＳ型であった143バ44, 145の３個体のF2では，すべてＳ型で分離

はしないはずであり，観察値はすべてＳ型であった。また，FIでＳＦ型であった142, 146, 147

の３個体のF2では，Ｓ型：ＳＦ型：Ｆ型が１：２：１に分離するはずである。観察値は表－６

のとおりで, 142, 146, 147の３個体のF2での期待値に対するZ2ｲ直はそれぞれ0.60（Ｐ＝0.74），

0.22（Ｐ＝0.89），0.07（Ｐ＝0.97）となり，よく適合した。

　以上の結果，ＳとＦの２本のバンドは同一遺伝子座の１対の対立遺伝子に支配され，遺伝様式

はモノマー型であると推定される。また，クモトオシ，オキノヤマスギの遺伝子型はそれぞれ，

Ｓ／Ｓ，Ｓ／Ｆと考えられる。 Ｆ１１０個体の遺伝子型は143パ44, 145バ410の４個体がＳ／Ｓで，

141, 142, 146, 14 7, 148, 149の６個体がＳ／Ｆと考えられる（図一３）。

(2) Aバンドについて（図一２）

　オキノヤマスギはＡバンドを保有（以下，Ａ型）していた。一方，クモトオシはＡバンドを保

有していなかった（以下，ａ型:ｎｕＨバンド）。また, Fi 10個体でＡ型のものは, 141, 142,

146, 147, 148, 149の６個体で，ａ型のものは, 143バ44, 145,1410の４個体であった。

　表－6

Table-6

ＦＩの

　F1自殖家系（Ｆ２）におけるＳ，Ｆバンドの分離

Ｓegration of Ｓ and Ｆ bands　in F2　families ･

観察値 期待値

家　系　遺伝子型　　s/s　S/F　F/F　　s/s　S/F　F/F　　　χ2 Ｐ

1 42 self （S/Ｆ）

I46self　（S/∩

147self　（S/Ｆ）

一一 - - 一 一 一 一 -

1 43 self　（S/S）

1 44 self　C S/S)

145 self　（S/S）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　筑大演報第３号’87

　SとＦの二本のバンドの解析と同様にFIでＡ型であった142, 146, 147, a型であった143,

1頓145の合計６個体の自殖家系（F2）での分離を調べた。 F1でＡ型であった142, 146, 147の

３個体のF2ではＡ型：ａ型が，それぞれ21:9 , 42:12 , 26:4に分離した。また，FIでａ

型であった143, 144, 145の３個体のF2では分離がみられず，すべてａ型であった（表－７）。

Ｐ

Ｆ

クモトオシ　×

（S／S）

オキノヤマスギ

　　（S／Ｆ）

143　　　144　　　145　　　1410 1　　141

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

（レS）（s／SパS／s）（S／S）|

142 146　　147 148 149

（S／F）（S／Ｆ）（S／Ｆ）（S／F）（S／Ｆ）（S／Ｆ）

一
Ｉ
Ｆ

　　　　　　　　　　｜

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（

図一３　クモトオシ，オキノヤマスギおよびFIの遺伝子型

　　　　（数字はクローン番号を示す）

g.－３　Genotype of Kumotooshi ，Okino yama-sugi　and

　　　　these Fi (Figures　indicate clone numbers)

　　表

Table

７

７

　　ＦＩ自殖家系（Ｆ２）におけるＡバンドの分離

Segregation of　active　bandＡ and non-active

band ａ　inＦ２　families.

　　　　　　Ｆ１の

家　系　遺伝子型

142seぱ
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147 self

143 self

１４ ４ self
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スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイふの遺伝子分析（津村ほか）

　これらの結果から，Ａバンドの有無は１遺伝座の１対の対立遺伝子に支配されていると仮定し

た。すなわちFIでＡ型であった個体の遺伝子型はヘテロ接合のＡ／ ａ，Ｆ１でａ型であった個体

の遺伝子型はホモ接合のａ／ａと考えられる。この仮説が正しければ，F1でＡ型であった個体の

F2では，遺伝子型がＡ／Ａ：Ａ／ａ：ａ／ａが，それぞれ１：２：１に分離し，表現型の期待

分離比はＡ型（Ａ／Ａ，Ａ／ａ）：ａ型（ａ／ａ）が３：１となるはずである。観察値は表－７

のとおりで, 142, 146, 147の３個体のF2での期待値に対するχ2ｲ直は，それぞれ0.40（Ｐ＝0.5

～0.7) ,0.25（P＝O｡5～0.7),2.18（Ｐ＝0.1～0.2）となり，仮説は棄却されなかった。また，

F1でａ型であった個体のF2では分離がみられず，すべてａ型となるはずである。 FIでａ型であ

った143, 144, 145のＦ２３家系とも分離はみられず，すべてａ型であった。

　これらＦ１ １０個体の遺伝子型頻度，F2に謳ける分離から，Ａバンドの有無は1遺伝子座の１対

の対立遺伝子によって支配されていると推定される。また，オキノヤマスギ，クモトオシの遺伝

子型は，それぞれA / a, a / a , Fi １０個体の遺伝子型は143. 144バ45,1410の４個体がａ／

ａで, 141, 142, 146, 147, 148, 149の６個体がＡ／ａであると考えられる（図一４）。

（３）２つのアイソザイム遺伝子座の独立性の検討

　S, F, Aの３本のバンドの有無の組合わせをみると，オキノヤマスギはS, F, A3本のバ

ンドを保有（以下, S F A型）し，クモトオシはＳバンドだけを保有（以下，Sa型）した。 Fi

６個体では, 143, 144, 145がＳａ型で, 142, 14 6, 147がＳＦＡ型であった（図一４）。Ｓａ型３

個体のF2は，すべてＳａ型で分離はみられなかった。一方, S F A型３個体のF2は，表－８

のように分離した。

Ｐ クモトオシ　×　オヰノヤマスギ

F1　　143　　　144　　　145　　　1410　　　141　　　142　　　146　　　147　　　148　　　149

　　（S／S）（S／S）（S／S）（S／S）（S／Ｆ）（S／Ｆ）（S／Ｆ）（S／Ｆ）（S／F）（S／F）

　　（ａ／ａ）（ａ／ａ）（ａ／ａ）（ａ／ａ）（Ａ／ａ）（Ａ／ａ）（Ａ／ａ）（Ａ／ａ）（Ａ／ａ）（Ａ／ａ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（　）:遺伝子型

　図一４　クモトオシ，オキノヤマスギおよびFIの遺伝子型

　　　　　（数字はクローン番号を示す）

Fig.－４　Genotype of Kumotooshi, Okinoyama- sugi　and

　　　　　these F, ｡ (Figures　indicate　clonenumbers)

- ４１－



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　筑大演報第３号’87

　もし, S, F 2本のバンドを支配する遺伝子とＡバンドを支配する遺伝子が独立しているなら

ば, 142, 146, 147のF2では，遺伝子型が表－９のように分離し，表現型の期待分離比はＳＡ型

：Ｓａ型：ＳＦＡ型：ＳＦａ型：ＦＡ型：Ｆａ型がそれぞれ３：レ６：２：３： １となるはずで

ある。　しかし，観察値ではＳＦａ型，Ｆａ型はあらわれなかった。χ２検定の結果, 142, 146, 147

のF2で，それぞれ39.60（Ｐ＜0.01），44.42（Ｐ＜O｡01),12.76（Ｐ＜O｡05）となり，３家系とも

有意であった（表－８）。

　表－８　　Ｆ２でのＳ，ＦおよびＡバンドの分離

Ｔａｂｌｅ‾8　Segragation of S，Ｆ and Ａ bands in Ｆ２ｆａｍ山es

家　系　　遺伝子型　　ＳＡ型　Ｓａ型　ＳＦＡ型　ＳＦａ型　ＦＡ型　Ｆａ型

142self

１４６ self

147seば

14 3 self

144 self

14 5self

SFAa

SFAa

SFAa

SSa a

SSa a

SSa a
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９　　両遺伝子座が独立の場合の遺伝子型および表現型の分離

9　Segregation of genotypes and phenotypes　inF2　family

　　in　case　of　both　loci　are　independent　each　other.

岫 SA　　　　Sa　　　　　FA　　　　Fa

SA

S a

FA

Fa

SSAA　　SSAa　　　SFAA　　SFAa

SSAa　　SS a a　　SFAa　　SFa a

SFAA　　SFAa　　　FFAA　　FFAa

SFAa　　　S F a a　　　FFAa　　　FFa ａ

ＳＡ型　Ｓ

　３　：

ａ型　ＳＦＡ型

１　：　　６

-

SFa型

　２

４２－

ＦＡ型　Ｆ

　３　：

ａ型

１



　　　　　　　　スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津村ほか）

　以上のことから，両遺伝子座は独立ではなく，連鎖していると考えられる。連鎖している場合

の遺伝子の配列を図一５に示した。また，完全連鎖ならばF1でＳＦＡ型であった142, 146, 147

の３個体のF2では，Ｓａ型, S F A型，ＦＡ型だけがあらわれるはずである。しかし, 146,

147のF2では，ＳＡ型の個体が，それぞれ□固体と３個体認められた。 ＳＡ型のＡバンドは濃

度が極めて低く，判読しにくいため判読を誤った可能性もあるが，もし判読の誤りでなければ，

両遺伝子座間で組換えが起こっていることになる。組換えが起こっている場合の組換え価は142,

146パ47のＦ２ ３家系を合計して，連鎖の強度計算法12）をもとにして求めてみた。

　まず，遺伝子ＦとＡとの組換え価をpl（花粉), P2(卵）として，組換え価と交配モデルとの

関係を表～１０に示した。これをもとにF2の表現型の期待確率を求めた（表－１１）。ただし，

ここではＰ＝＝（1－p1）（1－p2）とする。

　表－１１のようなF2の期待確率と組換え価のモデルが設定できれば，最尤法によりＰの推定

値を得るための方程式が得られる21とすなわち，対数尤度方程式をＬとすると，

L＝ａｌ log に1－Ｐ)/4〕＋ａ２ log (Ｐ/4)＋ａ31０ｇ〔(1づ萍‾＋Ｐ)/2〕

　＋ａ41０g〔(∩5‾しＰ)/2〕＋ａ51０g〔(2nEこP)/4〕｀゛ａ61０ｇ〔(1－パP + P)/4〕

となる。これを殼大にするＰはｄＬ／ｄＰ＝Ｏによって得られる。実際に，これを計算して得られ

た方程式を表－１１中に示した。ここで組換え価ｐは，花粉，卵での組換え価p1 ，p2に差がない

　図一５　二対の対立遺伝子が連鎖している

　　　　　　場合の遺伝子の配列

Fig. -5　Gene arrangement　of　two alleles
　　　　　　supposed　to　be　linked.

- 43－



筑大演報第３号'87

ものとして，得られた方程式を用いて実際の組換え価を算出したところ，p＝0.039という結果

であった。

　　表－１０遺伝子型SF Aaの自殖家系Ｆ２にお

　　　　　　　ける組換面と各遺伝子型の期待頻度

Table-10　Expected　recombination values and

　　　　　　　frequency　of　each　genotype　in　ａ

　　　　　　　selfed family of genotype SFAa.

サ
　　　　SA　　　　　　Sa　　　　　　FA　　　　　　Fa

（１／２）ｐ１　　（トpl）　（1‾pl）　　p1

SA(1/2)

　p2

　Sa

(1-p2)

　FA

(1-p2)

　Fa

　p2

(１／４)ＳＳＡＡ　　　　SSAa　　　　SFAA　　　　SFAa

　　　Pi ｐ２　　ｐ２(１－ｐｌ)　ｐ２(１-ｐｌ)　　ｐ四２

　　　SSAa　　　　SS a a　　　　SFAa　　　　SF a a

　　ｐ１(１-ｐ２)(トp1)(トp2)(1て)1)(け)２)ｐ１(１-ｐ２)

　　　SFAA　　　　SFAa　　　　FFAA　　　　FFAa

　　ｐｌ(トp2)(トpl)(1‾p2)(1‾p1)(トｐ２)ｐ１(１-ｐ２)

　　　SFAa　　　　SFaa　　　　FFAa　　　　FFaa

　　　Pi ｐ２ ｐ２(トp1)　p2(1-p1)　　Pi p2

- 44－

p 1

ｐ２

：花粉における組換価

：卵における組換価



スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津村ほか）

　　表－１１　遺伝子型SFAaの自殖家系Ｆ２における表現型

　　　　　　　　とその期待確率

Table一一1 1　Phenotypes　and　these　expected　probabil ity

　　　　　　　in ａ　selfed　family of genotype ＳFAa.

遺伝子型　　表現型　　表現型の期待確率　　実頻度

SSA

SSA

ヤ
い

S S a a

S F a a

FFA

ＦＦへ

ヤ
ー
い
］

FFa a

ＳＡ型

　Ｓａ型

ＳＦＡ型

ＳＦａ型

　ＦＡ型

Ｆａ型

(1-P)/4

　　P/4

2(1-√トＰ)/4

　(√トPV2

(2√P-P)/4

（ト2√P+P)/4

　　　　　　合　計　　１

　　Ｐの推定値を得るための方程式

BOQ5十BIQ桧B2Q3十B3Q2十Ｂ４Ｑ十B5二〇

　　　　　　　　　　－　　　　　　　Ｑ＝l/P

胞ニ’2aド2a2-2a3-2a4＋2a5-2a6

B,二　4al＋4a2＋5a3＋5a4-6a5＋6a6

馬.＝－2al-2aj6a5-4a6

R}=-2ai-2a2-5a3-2a4-4a5-2a6

Bを二　4a1＋4a2+2a3＋5ａい‾6a6

Bs二-2a,-2a4-4a6

ａ１

ａ２

ａ３

ａ４

ａ５

ａ６

2｡交配および自殖家系を用いた遺伝子分析

出　Ｓ’とＦ’の２本のバンドと胚致死遺伝子について

　九林産４２×黄金ョレスギのFI家系および肝付２×黄金ョレスギのFI家系のアイソザイム

パターンを模式的に図一６に示した。分析の対象としたアイソザイムバンドは図一６，写真－２

中に示したS' (Rに２５）とF' (Rf：２７）の２本のバンドである。

－４５－
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筑大演報第３号'87

，九林産42×黄金ヨレスギ　F,　　　　　　　　，冊封２×黄金ヨレスギ　F,

　　　　　　　　　　　　　　　　黄金ヨレスギ　　　　　　　　　　　　　　　　　．!肝封２

｜ Ｕ

ﾄ十 ㎜

｜

｜　　｜ ｜　　｜

図一６　九林産４２，肝付２，黄金ョレスギ，およびF1の

　　　　パーオキシダーゼアイソザイムパターンの模試図

Fig.－６　Peroxidase

　　　　　　Kimotsuki

写真－２

isozyme patterns of Kyurinsan 42，

2･ Oogonyore-sugi　and　these ＦＩ･

S’およびＦバンドの位置（例，九林産４２の

自殖家系SI）

Photo-2　Location of ？ and Ｆ’bands（ｅｘ.Sl　familyof

　　　　　　　　Kyurinsan4 2 ）
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　　　　　　　　スギ針葉のパーオ半シダーゼアイソザイムの遺伝子分析(津村ほか)

　九林産４２はｙＦ型，肝付２および黄金ョレスギはS'型であった。また，九林産４２×黄金

ョレスギのF1家系ではS'Ｆ型とS'型に分離し，その分離比は約１：１であった。肝付２×黄

金ョレスギのF1家系では，すべてS'型で分離はみられなかった(表- 12 )。　これらの結果

から，S'とＦ'の２本のバンドは１遺伝子座の１対の対立遺伝子に支配されていると仮定した。

すなわち九林産４２は，ヘテロ接合のSツＦ≒肝付２，黄金ョレスギの遺伝子型は，ホモ接合の

SソS'と考えられる。この仮説が正しければ，九林産４２×黄金ョレスギのFIの遺伝子型はｙ

／Ｆ'：ＳソS'が１：１に分離し，表現型の期待分離比もS'Ｆ型:S'型が１：１になるはずであ

る。観察値を期待値にもとづいてχ２検定を行うと，0.64(P＝0.42)となり，棄却されなかった。

また，肝付２×黄金ョレスギのFI家系では，分離がおこらず，すべてSツS'の遺伝子型となり，

表現型もすべてｙ型となるはずである。 F1家系の観察値は期待値と一致した(表－１２)。

　また，肝付２の遺伝子型がsツS'であるならば，白埴家系では，すべてｙ型となり分難しない

ことになる。観察値は期待値どおりの結果で仮説を裏づけるものであった。次に九林産４２の遺

伝子型がＳツF'であるならば，その自前家系ではｙ型：Ｓ'Ｆ型:Ｆ'型がそれぞれ１：２：１に

分離するはずである。　しかし，観察値はS'型：ｙＦ'型:Ｆ'型がＯ：１０５：４４に分離し，期待

値に合わない結果であった(表－１２)。そこで，九林産４２のS'遺伝子の近傍に胚致死遺伝

子(則が連鎖していると仮定した。樹木の胚致死遺伝子に関する報告は, SORENSEN^･29)のものや，

スギでは大庭ら9･1リ))のものがある。そこで，もし胚致死遺伝子が関与しているならば，九林産

４２でのS≒Ｆ'遺伝子と胚致死遺伝子(1)の配列はSリ/Ｆ士(図一７)と考えられる。九林産４２

の白殖家系での遺伝子型の期待分離比はS'S'fifi：S'F'L£ ： F'F'LＬが，それぞれ１：２：１とな

るはずである。ただし，胚致死遺伝子(|)がｙ遺伝子のごく近くにあれば，ホモ接合型で致死で

あるから，遺伝子型S'S'討の個体は現れず, S'F'LfiとＦ'Ｆ･ＬＬ の個体が２：１の比で現れるこ

とになる。観察値をこの２：１の期待値に基づいてχ２検定を行ったところ，0.97(Ｐ＝0.3～

0.5)となり，棄却されなかった。

　表－12

Tabkに１２

家 系

　Ｓ≒Ｆ’バンドの分離

Segregation　of　ｙ and　ｙ　bands.

観

一

S'S

察

-

Ｓ'ｙ

九林産42×黄金ョレスギ（Ｆ１）　４６　　５

肝　付２×黄金ョレスギ（F1）

九林産42　self　（S1）

肝　付2　self　（S1）

５

-－

F'F'　Ｓ

４

０

０
　
０

４
1

Ｏ

４
Ｌ
Ｏ

Ｃ
Ｄ

ｏｌ０
　
４

　
　
　
　
Ｌ
Ｏ

-

４７－

期

－
ｙ

Ｏ
　
に
。
）

Ｌ
ｎ

３７．２

　５４

待

一

S'F

０
　
０

に
．
）

５
７４．５

　　０

値

F'F'

０
　
０

３７．２５

　　０

χ２

0.6

　－

５０

４

－

７９

Ｐ

0.42

一 一

0.01＞

一 一
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　しかし, S'F'型:Ｆ'型が2.39:1に分離したのは，本来２：１に分離するはずのものが実験

誤差によって，ずれが生じたのか，あるいは，本来，他の分離比になるのか明白ではない。ぞこ

で，このことについてさらに検討を加えてみた。

　このずれを検討するためにＡＩＣ(Akaike Information Cri te rｉｏｎ)25)による検定を行った

(表－１３)。この検定方法を用いた報告は，林木育種の分野では，河崎・大庭9)によってなさ

　図一７　　致死遺伝子を想定した場合の遺伝子配列

　　　　　　　　　1!:劣性胚致死遺伝子（ホモ型で致死）
　　　　　　　　　Ｌ：１!の対立遺伝子（正常）

Fig.－７　Gene arrangement when embryonic　lethals are
　　　　　　supposed　to　be　linked.

　　　　　　　1: recessive　embryonic　lethal　gene
　　　　　　　Ｌ: normal　gene

　　表－１３　致死遺伝子を想定した３種類の期待分離比に対

　　　　　　　するが値及びＡＩＣの値

Table-1 3　χ２ and ＡＩＣ vales　for　three expected when

　　　　　　　ａ　lethal　gene　is　supposed.

家　系

九林産４２ Ｓ

S≒ぐ＊

０

S'F^　　F F　巾zS:1 (2)zi:1 (3)AIC2:1 (4)AIC3:1（5）Ａlｃo

１０５ ４４ 0.97

巾,(3) SS:SF:ＦＦ＝O:2:1の場合

（5）制約のないモデルの場合

一

1.46 １ ８ １．８２６　　１８２．４０７　　１８２．８３６

(2),(4) SS:SF:ＦＦ＝O:3:1の場合

＊：致死個体

48－



　　　　　　　　スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津付ほか）

れ，棄却検定であるＺ２検定より，積極的により適切なモデルを抽出できるものとして，有効で

あるといわれている。 ＡＩＣは，その値が最小となるモデルが最適のモデルとして支持される。

　S’ｙ型の個体数：ai , F'型の個体数:ao , n = a.十a2 ，a1＝=105,a2＝44,ｎ＝149

　(a) 2:1を想定したモデルにおけるAIC

　　　　　Ｌ２:1 ° a, log 2/3 十ａ21０g1/3

　　　　　AIC2:1ニー2 L2:1 ニニ181.826

　(b) 3:1を想定したモデルにおけるAIC

　　　　　Ｌ３:1 ゛ ai log 3/4 十ａ21０g1/4

　　　　　AIC3:1 ゛－2 L3:1 ° 182.407

　（ｃ）制約のないモデルにおけるAIC

　　　　　Ｌｏ二ai log a,/n 十ａ21０ｇag/n

　　　　　ＡＩＣｏ°－2 Lo ＋２二182.836

　その結果，３つのモデルの中で（ａ）の２：１のモデルが最適モデルとして支持された。

　また，九林産４２の自前家系でS’型が現れなかったのは,調査に用いた個体数が少なかったた

めとも考えられる。そこで，前述のｍ章（3）と同様に組換え価を考えてモデルを設定した。

　まず，遺伝子S’とＩの組換え価をｐｌ（花粉），ｐ２（卵）として組換え価と交配モデルとの関

係を表－１４に示した。これをもとに表現型とその期待確率を求めた（表- 15 )。ただし，こ

こではＰ＝pl p2 とする。

　表－１５のように九林産４２の自前家系の期待確率と組換え価のモデルが設定されれば，最尤

法によりＰの値を得るための方程式が得られる21）。すなわち対数尤度方程式をＬとすると，

　　　　　L = ailog〔rp"(2イ下）/3〕＋ａ21０ｇ〔2（1万万＋Ｐ）/3〕＋ａ31０g〔（1－P）/3〕

となる。これを殼大にするＰはｄＬ／ｄＰ＝＝Ｏによって得られる。実際に計算して得られた方程式

を表－１５中に示した。ここで，組換え価ｐは，花粉，卵での組換え価p1 ，p2に差がないもの

として，実際の絹換え価を算出した。その結果，組換え価ｐ＝Ｏと推定され，S'遺伝子の極めて

近くに胚致死遺伝子が存在すると考えられる。従って，さらに個体数を増やしても，ｙ型が出現

する可能性が極めて低いと考えられる。

　以上のことからｙとＦ２本のバンドを支配する対立遺伝子が存在するものと考えられ，九林

産４２ではｙ遺伝子と密接に連鎖した胚致死遺伝子の存在を推定できた。

(2) S'とＦの２本のバンドを支配するアイソザイム遺伝子とョレ遺伝子との独立性の検討

　九林産４２×黄金ョレスギのF1家系を用いて，アイソザイム遺伝子とョレ遺伝子との独立性

を検討した。九林産４２は胚致死遺伝子を想定して検出したアイソザイム遺伝子をヘテロ接合型

のSソＦで保有している。また，黄金ョレスギは，このアイソザイム遺伝子をホモ接合型のSツ

ｙでもっている。さらに，この黄金ョレスギは，針葉がねじれるョレ優性遺伝子け)22)をヘテロ

- ４９－
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接合型のＴｔで保有している。　そこで，九林産４２と黄金ョレスギの遺伝子型は，それぞれ

ttS'F≒Tt S'S' と表すことができる。

　F1家系でのョレ型，正常型，S'型，S'円型の分離を表－１６に示した。アイソザイム遺伝子と

ョレ遺伝子が独立であるならば，F1家系ではョレ・S'型(ＴtS'S'):ョレ・S' Ｆ'型(TtS'F')：

正常・ｙ型(t tS'Sつ：正常・S'Ｆ型(t tS'F')が１：１：１：１に分離するはずである。観察

値を期待値に基づいてχ2検定したところ，棄却されなかった。この結果並びにＡＩＣによる検

定の結果(表－１７)から，アイソザイム遺伝子とョレ遺伝子は独立であることが明らかになっ

た。

　　表－１４　九林産４２の自殖家系における組換面と各遺伝子型

　　　　　　　の期待頻度

Table-14　Recombination vales and expected frequency of

　　　　　　　eachgenotype　in Si family of Kyurinsan 42.

特
　　　　　sn　　　　　ぐL　　　　　F勺　　　　　FL

（1/2）（1-p1）　　　　Pi　　　　　　pl（1-p1）

ぬ(1/2)

(1-p2)

　ぐL

　p2

　F£

　p2

　ﾄﾞL

(1-p2)

(1/4)syN　　sVl fi　　S F £jfi　　sV'Lfi

　(1-pl)(1-p2)p1(1-p2)p1(1て)2)(1-pl)(1-p2)

　　　SSL£　　　　SSLL　　　　SFLfi　　　　SFfijS

　　p2(1-p1)　PiP2　　　PlP2　　p2(1-pl)

　　　S f'jKH　　　　sVLfi　　　　F f'jEH　　　　FFLfl

　　p2(1-pl)　　p 1P2　　　PlP2　　p2(1-p1)

　　　syL£　　　　sVll　　　　FFLfi　　　　FFLL

　(1-pl)(1-p2)p1(1-p2)p1(1-p2)(1-pl)(1-p2)

－５０－

ｐｌ：花粉における組換価

ｐ２：卵における組換価



スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津村ほか）

　　表－１５　九林産４２の自殖家系SIにおける表現型と
　　　　　　　その期待確率

Table-1 5　Phenotypes and　these expected probability

　　　　　　　inSi　family of Kyurinsan 4 2.

遺伝子型　表　現　型　表現型の期待確率
致死個体を除いた

場合の期待確率
実　頻　度

S'S'L L

S'S'Ljg

ぎびLL

Ｓ'ダLパ

F'F'LL

ダダＬ£

- - 一 一

S’Ｓ’ft i

s'f' £ fi

］

］

］

‾ |

内勺］

小

合

ぎ型（２汗こＰ）/4 （２斤しP）/3

sず型　２（１づP + P)/4　2（匹斤‾＋Ｐ）／３

ダ　型　　Ｏ－Ｐ)/4

致　死

計

計

３

一 一

／

－

４

ド4

１

O－Ｐ)/3

１

ａ１

ａ２

ａ３

Ｐの推定値を得るための方程式

　BOQ5十BIQ4十B2Q3十B3Q2十Ｂ４Ｑ十B5二〇

　　　　　Ｑ＝∩匹

　　Bo ° a1十a2十ａ3
Ｂ１°Z3j

03-2 '^^3

Ｂ２ ゛ ａ１十a2＋３ａ３

Ｂ３ ° ａ１＋３a2-2a3

Ｂ４°Z
3.j ^ 3 2

Ｂ５ニａ１

　　表－１６　ョレ，正常型，Ｓ’型およびS’Ｆ’型の分離

Table- 16　　Segregation of needle phenotypes ( twist

　　　　　　　of nomal ) and　isozjrme phenotypes

家　　　系

観　察　値 期　待　値

χ２　　　　Ｐ　ョレ型　　正常型

　ダダ　　ノ　ノ　　ダ　ノ　　ダ　ノ
ss　SF　ss　SF

　ョレ型　　正常型

　ダ　ダ　　ダ　ダ　　ノ　ダ　　１　７ss　SF　ss　SF

九林産42×黄金

　ョレスギ(F1)

２０　　３２　　２６　　２２ ２５　　２５　　２５　　２５
3.36　　0.34

- ５１－
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　　表－１７　アイソザイム遺伝子とョレ遺伝子との独立性

　　　　　　　の検討（ＡＩＣによる検定）

Ｔａｂ】ｅ－１７　Linkage analysis of　isozyme　locus and ａ

　　　　　　　dominant　gene which resu］ted　inａ pheno-

　　　　　　　type　of　twisted　needls　used　byAI Ｃ.

ョレぐ型　ョレぐy型

ａ１

２０

正常S'型 正常でＦ徊

　ａ２　　　　　ａ３　　　　　ａ４　　　　　　AICl　　AICo

　３２　　　　　　　２６　　　　　　　２２　　　　　　　２７７．２５９　　２７９．９７１

　　　　　n = ai十a2十a3十a4= 100

旧　独立を想定したモデルにおけるA I C

　LL=a 1 logl /4十ａ21０gl/4十ａ31０g1/4＋ａ41０gl/4

　　　　　　　ＡＩＣＬ＝-２ＬＬ＝277.259

(2)制約のないモデルにおけるA I C

　Ｌｏ＝ａｌｌｏｇ(al/ｎ)十ａ21０g(a2/n)+a31０g(a3/nトａ41０g(a4/n)

　　　　　　　AICo＝-2Lo＋６＝２７９．９７１

IV　結 論

　３世代材料を用いた調査では, S(Rf：３５）とF(Rf：３７）の2本のバンドを支配するモノマ

ー型の１対の対立遺伝子と，Ａバンド（Ｒｆ：３９）の有無を支配する１対の対立遺伝子の存在が

明らかになった。また，これらの２つの遺伝子座が連鎖していることもわかった。交配，自前家

系を用いた調査では，胚致死遺伝子を想定して新たに遺伝子を検出することができた。九林産42

の自前家系での分離比がメンデルの法則に従わなかったのは，胚致死遺伝子が原因であると考え

られる。今後，九林産４２の自前家系でｙＦ型であったものをさらに自前し調査を続ければ，

胚致死遺伝子の影響でS’型が現れず,分離比が乱れるものかどうかが明白になるはずである。ま

た，胚致死遺伝子を想定して検出されたアイソザイム遺伝子とョレ遺伝子とが独立であることが

明らかとなった。

　本研究で明らかになった３対の対立遺伝子は現在までに報告されている色素異常，形態変異お

よびアイソザイムなどの標識遺伝子と同様に標識遺伝子としての役目を果たせるものと考えられ

る。今後，これらを利用することで，自然集団の遺伝的構造や在来品種の交配様式などの解明に

役立つものと考えられる。

- ５２－



スギ針葉のパーオキシダーゼアイソザイムの遺伝子分析（津村ほか）

摘 要

　スギのパーオキシダーゼアイソザイム遺伝子の検出を目的として，クモトオシとオキノヤマス

ギの３世代材料及びスギ精英樹九林産４２，肝付２と黄金ョレスギ間の交配F1家系と九林産42，

肝付２の自前家系を供試し研究を行った。３世代材料は両親，そのF1家系，F1の個体別自前に

よるF2家系をまとめた呼び名であり，樹形，心材の色等の遺伝調査を目的として，林業試験場

において養成したものである。また，黄金ョレスギはョレスギと黄金スギを交配したものである。

ョレスギは針葉がよれる性質があり，それは市価遺伝子に支配されている。黄金スギは春に芽が

白化または黄白化する性質があり，この遺伝様式は父性遺伝である。

　パーオキシダーゼアイソザイムの検出はポリアクリルアミドゲルを支持体とした平板垂直電気

泳動法により行い, l.b%分離ゲル，3.75％濃縮ゲルを用いた。分析に用いた針葉は－２５℃の

冷凍庫内で保存レ随時，実験に供試した。電気泳動は4TC, 18 m A /1.38 cnlで140分間行っ

た。

　３世代材料を用いた遺伝子分析では, S(Rf：３５）及びF(Rf：37)(Rf値の異なるバンド

の記号表示）の２本のバンドを支配するモノマー型の１対の対立遺伝子と，Ａバンド（Ｒｆ：３９）

の有無を支配する１対の対立遺伝子を検出した。また，これら２つの遺伝子座は連鎖しているこ

とが明らかになり，その組換え価は0.039と推定された。

　九林産４２，肝付２にそれぞれ黄金ョレスギを交配したF1家系でS'CRf：25), F'(R ｆ：

27 ) 2本のバンドが１対の対立遺伝子支配であることが明らかになった。九林産４２はSソド

のヘテロ接合，肝付２及び黄金ョレスギはSソｙのホモ接合であった。また，この遺伝子とョレ

スギ優性遺伝子とは連鎖していなかった。九林産４２ではS'(Rに２５）とF'(Rに２７）の分離

は期待分離から大きくずれ，S’を支配する遺伝子の極めて近傍に単一劣性の胚致死遺伝子が存在

するものと推定した。
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SUMMARY
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　　In order to investigate the inheritance of peroxidase isozyme in Ｏ刀火皿eria japり雨回　刻

D. Don, two different materials were analysed by polyacrylamide gel electrophoresis｡

　　The first materials were a three-generation material which consist of two parent clones,

Kumotooshi (as female), Okinoyama-sugi (as male), and 10 Fi plants and 6 F2 families. Fj

families were derived from selfmg of individual Fi plants. The three-generation material were

originally established to clarify the inheritance of heart wood color of red and black at the

Forestry and Forest Products Research Institute, Ministry of Agriculture, Forestry and

Fisheries. The parents and F,　plants were propagated by cutting to make clonal families。

During September to March, the samples for the analyses were taken from the plants of both

clonal and seedling families at the age of two years old｡

　　The second materials involved three parent clones, namely, two plus tree clones of

Kimotsuki 2 and Kyushu-rinsan 42 (Kyurinsan 42), and Wogon-yore-sugi clone which was

raised after crossing of Yore-sugi (Twisted needle-sugi) and Wogon-sugi･ Wogon-sugi has a

trait of white to creamy white sprouting in every spring being inherited with paternal trans-

mission.　Yore-sugi was heterozygous for ａ dominat gene controlling needle twisting. Two

plus tree clones were pollinated with wogon-yore-sugi pollen, and at the same time･ selfing

was made for both clones。 These materials were also established at the Forestry and Forest

Products Research Institute･The samples for th(りsozyme analyses were taken from two

years old seedlings of Fi and s. families｡

　　Polyacrylamide vertical slab gel electrophoresis was made with 7.5% running gel and

3ﾀﾞﾌ5% space gel。The samples was stored in a deep-refrigerator at －25°Ｃ.　One hundred

miligram of the needle samples were grained with O･75 ml buffer solution in ａ mortar indivi‘

dually, and centrifuged with 1 1752 ｘ g for five minutes to take supernatant fluid. Electro-

phoresis was carried out ａt4°C, 18 mA/1.38 cm^ for 1 40 minutes. The gels were stained

and put for ocular observation of the bands｡

　　For the three-generation material, two loci for peroxidase isozyme were found to be

inherited with the Mendelian law. Namely, specific bands of S (Slow, Rf: 35) and F (Fast,

Rf: 37) were shown to be controlled by two allelesin ａ single locus, and the genetic system

was monomeric. Kumotooshi was homozygous for Ｓ gene and Okinoyama-sugi was hetero-

zygous for the genes of Ｓ and Ｆ. F. plants showed l : l segregation ratio for S-homozygote

and FS-heterozygote.　From the heterozygous Fi plants, FF-, FS- and ss genotypes segre-

gated in the ratio of l：2 : 1.　Another locus showed monomeric inheritance of band A

(designated arbitrarily, Active, Rf: 39) and band ａ (nonactive)。Distorted segregation of

genotypes of SA, Sa, SFA, SFa was resulted in the F2 family of Kyurinsan 42， and these

two loci was found to be linked in the state of FA/Sa, and recombination value was estimated

as 0.039.
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　　In the second materials, specific bands S' (Slow, Rf: 25) and Ｆ (Fast, Rf : 27) were

proved to be controlled by two allelesin ａ single locus･Genotype of Kyurinsan 42 was

thought to be heterozygous (F'S') and that of Kimotsuki ２ and Wogon-sugi was found to

be homozygous (S'S') after selfing and crossing.　Fi families of the cross showed a good fit

to 1 : 1 ratio for S'S'- and F'Ｓ genotypes. Meanwhile, selfed family of Kyurinsan 42 showed a

distorted segregation ratio for l (S'S'):2 (F'S'):1 (F'F') as O : 105 : 44 in individual fre-

quency. It was supposed that the gene for S' of Kyurinsan 42 might be linked closely with an

embryonic lethal gene. No linkage was found between this peroxidase locus and the dominant

gene for Yore-sugi.
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