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ブドウのAFLP 解析に対する制限酵素濃度の影響、

並びにAFLP 解析による‘Pinot no 廿'及び‘ Pinot blanc' の識別

後藤(山本)奈美
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Effect of Concetration of Restriction Enzyme on AFLP An alysis in Grape ， 
andD ぽerentiation of ‘Pinot noir' and ‘Pinot blanc' by AFLP An alysis 

NamiGoto ・Yamamoto
National Research Institute of Brewing ， 

3・7・1，Kagamiyama ， Higashi ・Hiroshima ，739-0046 ， Japan 

AFLP (amplified 企agment length polymorphism) analysis of grapevine DNA was tested. When the 

restriction enzyme activity was multiplied by 10 with respect to the standard activity ， 1 U /lOO ng DNA ， 

some bands disappeared while other bands appeared more strongly. It was presumed that over-digestion of 

DNA resulting 金om the star activity of restriction enzymes caused this phenomenon. Though complete 

restriction digestion is required for AFLP analysis ， star activity should be avoided. AFLP analysis using 

two primer pairs revealed several different bands between Pinot noir and Pinot blanc ， which have been 

reported to be indistinguishable by other means of DNA analysis such as RFLP (restriction 金agment

length polymorphism) ， RAPD (random amplified polymo 叩hic DNA) ， and the use of microsatellite markers. 

Thus ， AFLP analysis seems to be a useful method for the identification of grape cultivars. 
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緒論

AFLP (Am plified Fragment Length Polymor-

phism) 解析は、近年開発されたD N.組問 lの多型

解析方法で、制限酵素消化とPCR を組み合わせた

方法である (16)0 AFLP 解析(Fig. 1) では、まず

DNA を島沼町とMseI の2種類の制限酵素で消化し、

生じたフラグメントの両端にEcoRI 及びルfseI アダ

プターをライゲートし、アダプターと制限酵素認

識サイトをプライマーに利用してPCR を行う。従

って、厳しいアニーリング条件でPCR を行うこと

ができ、若干のミスマッチを許してPCR を行う

RAPD (Random Am. pli 五ed Polymo 甲 hic DNA) 

解析より、再現性が高いと考えられる。実際に、

共通のサンプルを用いていくつかの研究室で再現

性を検討したところ、 AFLP 解析はRAPD 解析よ

りもはるかに高い再現性が示された (10) 。また、

制限酵素消化によって生じる非常に多くの断片か
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Fig. 1. Procedure of AFLP analysis. 

Modi 宣ed 企om the instruction manual of 

Gibco BRL ， AFLP system 11. 

-83-



J. ASEV Jpn. Vo l. 9， No. 2(1998) 

ら、アダプターと制限酵素認識サイトの配列より

も2"-'3 塩基長いプライマーを使用して、選択的

に断片の増幅・検出を行うため、多くのバンドが

得られ、多型の検出感度は非常に高いと考えられ

る。オオムギを用いて、シングルコピーのプロー

ブを用いたRFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) 解析、 RAPD 解析、ミクロサテラ

イト DNA などの繰り返し配列の長さを調べる SSR

(Simple Sequen 田 Repeat) 解析、及びAFLP 解析

の多刑の検出頻度を調べたところ、 AFLP 解析が 1

阿の解析で識別できる品積が晶も多く、 RFLP 解

析が最も少なかったと報告されている (12)0 11 ，]様

に、 Lin ら (11) もRFLP 及びRAPD 解析と比較し

た場合のAFLP 解析の多明の検出感度の高さを報

告している。

AFLP 解析は、栽培植物の種及び品種の額縁関

係の推定 (6，8， 9)や、染色体地図の作製 (5)、さ

らに耐病性のような計最形質とのリンクを解析す

るため(14) に利用されている。ブドウでは、

Sensi ら(13) が AFLP 解析と ISTR (Inverse 

Sequena-Tagged Repeat) 解析によって

‘Sangiovese' 及び‘Colorino' グループの栽出品種

の知縁関係を報作している。ここでは、 AFLP 解

析によるブドウ栽tfi ~il稀の 1官官別と Ui縁関係の推定

を検討するにあたり、制限酵主主消化条件がAFLP

解析結果に及ぼす影響を検討し、 RFLP 、RAPD

及びミクロサテライト・マーカー解析では先見が

検出されないと報告されている‘Pinot noir' と

‘Pinot blanc' が、 AFLP 解析によって識日IJ uJ 能で

あることを)'i!，l¥だ、したので制約する。

材料と方法

1 .ブドウDNA

供品した‘Pinot noir' 、‘Pinot blanc' 、

'Cabernet Sauvignon' 、‘Caberτlet 企・anc' 及び

‘Merlo t'の白木は植原脅 j名j研究所より購入したの

DNA は、 1・分に聞いた新葉から、以前に報告した、

破砕・洗浄した葉から、 Sarkosyl を合む溶解バッ

ファーでDNA を溶IHし、 CsCl 栴!主仏j配超遠心で精

製する Jj 法 (18) で抽出した。
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2. A 孔P解析

Gib ∞ BRL 社製 AFLP An alysis System II 

(small genome 用)を用い、プロトコールに従って、

EcoRI 及び、MseI による制限酵素消化、アダプター

ライゲーション、プレアンプリフィケーション及

びセレクティブアンプリフィケーション、変性ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動、及びオートラジ

オグラフィーを行い、バンドを検出した。高濃度

の制限酵素消化条件の検討には、 20 U/ml のEcoRI

(Takara) 及び、MseI (New England Bio Labs) を

使用した。 PCR は、 MJ Re serch 社製、

MiniCycler™PTC-150・16を用い、プロトコールの

Perkin-Elmer 480 ・thermal cycler 用のプログラム

で行った。プライマーのラベルには32p_γATP

(Am ersham) 、 Taq polymerase はTaKa Ra Taq 

(Takara) を用いた。 6 %変性ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動は、 ATTO 社製ジェノケンサ-

AE-6155 明電気泳動装置を用い、ゲル厚0.35 m m 、

50 W で 2 時間行った。分子量マーカーとして、

M13 ファージDNA のシーケンスラダーを泳動した。

他の実験条件は、キットのプロトコールに従った。

結果及び考察

1 .低濃度及び高濃度制限酵素消化による AFLP

パターンの変化とスター活性の影響

AFLP 解析の原報、及び、Gib ∞社製キットのプ口

トコールでは、 100 ng DNA 当たり EcoRI 及び

MseI を各lU 使用して制限酵素消化を行っている。

しかし、ブドウDNA の精製にあたっては、多糖類

と推定される粘性物質のコンタミネーションがし

ばしば認められ、制限酵素消化や PCR 反応が困難

な場合があったため、 1 Ul 100 ng DNA の条件で

未消化のフラグメントがないかを検討するため、

100 ng DNA あたり 0.25 U 、l U 、及びlO U の両

酵素で消化した場合のAFLP パターンを比較した

(Fig. 2)。なお、 10 U/100 ngDNA の消化には高濃

度酵素を使用し、酵素添加量が反応液量の 1110 を

越えないよう留意した。その結果、 0.25 U 及び 1

U/100 ng DNA で検出されるが10 U/100 ng DNA 

では検出されないバンド、及び0.25 U/100 ng 
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Fig. 2. Effect of restriction enzyme activities on 
AFLP patterns. CS: Cabernet Sauvignon ， 

CF: Cabernet 企anc ，PN: Pinot noir ， PB: 
Pinot blanc. Unit of Eco RI and Mse 1 I 
100 ng DN A: 1， 0.25; 2， 1; 3， 10. Eco RI 
primer: E ・AC ，Mse 1 primer: M-CTG. 

DNA では検出されないが10 U I1 00 ng DNA では検

出されるバンド観察された。しかし、この現象は

特定のバンドでのみ認められ、他の大部分のパン

ドではシグナルの強度に変化が認められなかった。

・}j、低濃度制限酵素でDNA の消化が不|分と

考えられる場合は、 Vos ら(16)の指摘どおり、

r~l~高分子域に多数の淡いバンドを午じ、制限酵

素濃度=を上げることによって‘これらのパンドが

消失した。しかし、新たに強いバンドが生じる現

象は認められなかった(Fig. 3)。制限解案消化が

不十分な場合は、切れ残りがランダムに'j: じるた

め、本来生じるバンドが全く検出されないとは巧

えにくい。なお、この実験では、使HJした制限階

素の失活が疑われるため、 Fig.2 及び:.Fig. 5と制限

酵素活件ーを比較することはできない。

従って、 Fig. 2で認められた現象は未消化の

ブドウ DNA の AFLP 解析

Fig. 3. E宜ect of in ∞mplete 肥 stric-
tion digestion of Merlot 
DNA on its AFLP pattern. 
Am ount of E，∞ RI and Mse 
1 I 100 ng DN A: 1， x1; 2， x2. 
The 詑 striction enzymes 
were probably partially 
inactivated ， and hen 田

their units cannot be 
indicated. 

DNA が完全消化したことに起因するのではなく、

lti 濃度の制限酵素を使用したため、制限酵素のス

ター活性によってDNA が消化されたことに起因す

ると推察された。制限酵素の中には、基質となる

DNA に対して大過剰の制限酵素を用いた場合など

に、その特異性が低下して本来の認識配列とは A

部異なる塩基配列を切断するものがあり、この現

象は制限酵素のスター活性と呼ばれている。今回

使川した制限酵素のうち、 EcoRI は本来 GAATTC

を，認識するが、スター活性 (EcoRI* 活性)によっ

てNAATTN (Nは任意の塩基)と表記される塩基

配列のうち、 AAATTT 、GAATTT などのいくつか

の配列、及びGGATTT を切断することが明らかに

されている (17) 。本来生じるDNA フラグメントの

なかに EcoRI 大活性で切断される配列が含まれてい

ると、 10 UllO O ng DNA の条件ではバンドが消失

する。また、 AATTC の配列がEcoRI* 活性で切断

されると、 EcoRI 消化と同じ切断サイトを生じ、

「

hu
o円
U
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Fig. 4. Possible scheme of the e島 ct of star 
activity of Eco RI on AFLP analysis. 

AFLP 解析で本来ないはずのバンドを生じると考

えられた(Fig. 4)。今後、過剰の制限酵素によっ

て生じた、若しくは消失したバンドをクローニン

グ及びシーケンスするなどして、スター活性によ

る現象かどうかを確認したいと考えている。

大部分の制限酵素の活性は、 1 mg のλファージ

DNA を50μl の反応液中で37 "C、 1時間で完全に切

断する員を 1U と定義されており、通常は 1μg

DNA に数 U の制限酵素を使用するのまた、 EcoRI

は反応液中のグリセリン濃度が 5 %将度になると

スター活性が現れ始めると指摘されている(1)。

従ってプロトコール通りの 1U /100 ng DNA はト

分な静素量であり、キットの制限酵素を使用した

場合のグリセリン濃度は4%で、スター活性の現

れにくい条件に設定されていると考えられる。し

かし、 0.25 U/100 ng DNA では検出されず、 10

U/100 ngDNA で非常に強く検IH されるバンドは、

1 U/100 ng DNA でもやや弱く険lB されており、 1

U/100 ng DNA でも荷 Fのスター活性を生じてい

るものと推定された。通常、制限酵素活性は購入

した際に表示されている値を用いるが、保存状態

によっては徐々に失活する場合もある。他方、

DNA の精製が不卜分な場合は、制限酵素によって

完全に消化されない場合もありうる。従って、

AFLP 解析においては、制限酵素消化が完全に行

われ、かつスター活性が現れていないかに、 十分

な注意が必要であることが示された。
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0.25 U 、1U 、及び10 U/100 ng DNA で‘Pinot

noir' 及び‘Pinot blane のDNA を消化し、 AFLP

解析を行った。その結果、複数のバンドで両品種

に差異が認められた(Fig. 5)。これらのバンドの

うち、黒三角で示したバンドの有無や強弱は、ど

の制限酵素量で消化した場合も顕著な差異が認め

られないことから、未消化やスター活性に起因す

るものではないと考えられる。また、白三角で示

したバンドは10 U/100 ng DNA で消失、もしくは

強度が減少したことから、スター活性で消化され

るフラグメントと推定される。

‘Pinot blane は‘Pinot gris' とともに、‘Pinot

noir' の芽条変異とされており、‘Me 田 Uer' も

base 

M13 phage 

DNA 

蜘 ωめ州蜘蜘叫何備陣

初戦吋蜘心 明粉輪。巧

山場

200 

Fig 5. AFLP pattems of ‘Pinot no ir' and ‘Pinot 
blanc' おr three di 宜erent activities of the 
restriction enzymes. Abbreviations are same 
as Fig. 2. 
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'Pinot noir' から生じたものであろうと考えられて

いる (7) 0 Bourquin ら但)は、 'Pinot noir' 、

'Pinot blanc'¥ ‘Pinot gris 及び‘Meunier' が46 通

りのプロープ/制限酵素の組み合わせによる

RFLP 解析で識別できなかったと報告している。

Cipriani ら (4) は、 5種類のミクロサテライト・

マーカーによる解析では‘Pinot noir¥ ‘Pinot 

blanc' 及び‘Pinot gris' が識別されなかったと報

告している。同様に、 Bowe 悶 ら (3) もCipriani

らとは異なる 4 種類のミクロサテライト・マーカ

ーによる解析で‘Pinot noir' 、'Pinot blanc' 、

‘Pinot gris' 及び‘Meunier' が識別できないと報

告している。 RAPD 解析では、 Tschammer と

Zyprian (15) が20 種類のプライマーを用いたが、

‘Pino t'の 4 品種は識別できず、これらの品種は 1

塩基置換でしか異ならないのではないか、と推察

している。

しかし、 2 組のプライマーを用いたAFLP 解析

で、‘Pinot noir' と‘Pinot blanc' の複数のバンド

に差異が認められたため、両者は少なくともポイ

ン卜・ミューテーションではないことが示された。

AFLP 解析は多型の検出感度が高いため、栽情品

種の識別や類縁関係の推定だけでなく、近年重視

されているクローンの識別も可能ではないかと与

え、今後検討する予定である。

要約

ブドウDNA のAFLP 解析において、制限酵素量

を標準的な1 U/100 ng DNA の10 倍にしたところ、

いくつかのバンドが消失し、いくつかのバンドが

強く現れた。これはDNAが制限醇素のス夕一I活百舌-刊.~刊F門i

によつて過剰に消化されたためと推察された。従

って、 AFLP 解析には、消化が完全に行われ、か

つスター活性が現れていないかに、 卜分な花立が

必要であることが示された。 また、これまで、

RFLP 、RAPD 、及びミクロサテライト・マーカ

ーによるDNA 多型解析では識別が困難とされてい

た 'Pinot noir' と‘Pinot blanc' に、 AFLP 解析で

は複数のバンドの差異が認められた。

ブドウ DNA のAFLP 解析
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