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RAPD法によるカブラハバチの DNA多型の検出と連鎖解析
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わたしたちは、膜麹目昆虫のカブラハバチ Athaliarosaeの様々な利点、例えば、成熟未受精卵を蒸留水に浸

すだけで単為発生を開始させることができる (Naito，1982)、昆虫で唯一卵内への精子注入により人工授精が可

能である (Sawaand Oishi， 1989)、などを用いて発生生物学的な研究を行ってきた。発生生物学の代表的なモ

デル生物(昆虫)の一つはショウジヨウバエ Drosophilamelanogωterであるが、これを用いた研究は確立され

た遺伝学的パックグランドを利用することにより発展してきた。一方、カブラハバチは遺伝学的パックグランド

に乏しく、可視突然変異は現在のところ 3種類 (YJb， cec， sw)のみである O そこで、カフ守ラノ¥ノtチの遺伝学的

パックグランドを得る一端として、まず、 DNA多型を検出し、得られた DNA多型マーカーについて連鎖解析

を行った。

カブラハパチの DNA多型の検出は、 RAPD(random amplified polymorphic DNA)法を用いた。これは、

ゲノム DNAと任意の塩基配列をもっプライマーを用いて PCR(polymerase chain r巴action) を行った場合、

ゲノム DNA中に存在するプライマー結合部位における塩基置換を多型 (RAPDマーカー)として検出すると

いう方法である (Williamset al.， 1990) (Fig. 1)。プライマ-44種類を用いて、カブラハバチ雌 1個体から得

た雄40個体 (Gt) について DNA多型を検出した。その結果、 44種類のうち23種類のプライマーで29のRAPD

マーカーを得た。これらの RAPDマーカーを連鎖解析ソフト MAPMAKERver. 2.0 (Lander et al.， 1987)で

解析したところ、得られた29マーカーのうち10マーカーで四つの連鎖群ができた。また、可視突然変異遺伝子座

yJbに連鎖しているマーカーも得られた (Fig.2) 0 

RAPDマーカーは再現性に多少の問題があり、連鎖解析の精度に影響を与えるという指摘がある。そのた

め、 RAPDマーカーをゲノム中の同定襟5哉 (STS:sequence tagged sit巴s)化する必要がある (Olsonet al.， 

1989) 0 STS化は、 RAPDマーカーの塩基配列を決定した後、 RAPDマーカーを特異的に増幅するようなプライ

マーを設定して PCRを行い、 RAPDマーカーと同ーの断片が増幅されることにより、 RAPDマーカーの再現

性を確認するものである (Huntand Page， 1994; Kurata et al.， 1995)。

今後、さらに多くの RAPDマーカーを検出し、主なマーカーについては STS化を行えば、詳細な遺伝子連鎖

地図を作成することが可能であると思われる O また、他の昆虫では、 rDNA、テロメアなどの繰り返し配列が、

FISH (fluorescence in situ hybridization) によって染色体上にマップされている (Okazakiet al.， 1993; Beye 

and Moritz， 1995; Meyne et al.， 1995) 0 同様の方法で、カブラハパチですでに単一コピー遺伝子としてクロー

ン化されている卵黄蛋白質 (Vg)遺伝子 (Noseet al.， 1997)や RAPDマーカーを染色体上に位置づけ、染色

体遺伝子マッピングの可能性を検討したい。

* Abstract of paper read at the 33rd Annual Meeting of Arthropodan Embryological Society of Japan， May 21-22， 

1998 (Mikawa， Aichil. 
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Fig. 1 An example of DNA polymorphism in Athalia rosae. PCR products were obtained by using the 

primer， OPD-04 (Operon Technology， Alameda， CA)， individually from template DNA samples of 

a diploid female parent heterozygous for yellow fat body Oane 2) and her 40 haploid sons (wild 

type: lanes 3-22， yellow fat body: lanes 23-42， size marker: M， negative control: lane 1)， and were 

separated on a 1ι% agarose gel. Arrowheads: RAPD marker， +: RAPD marker present， -' 

RAPD marker absent 
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Fig. 2 Linkage groups of 10 RAPD loci and the yellow fat body (yjる)locus in Athalia rosae. Markers 

are named by primer designation of the supplier (a letter followed by a number for primers from 

Operon Technologies) followed by a dash and approximate size of the amplified fragment in base 

P血rs.All of the markers were mapped with a minimum LOD score for linkage of 3.0. Marker 

distances are given in centimorgans. 
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