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RAPD分析及びサザンプロット解析による

ニホングリの品種識別と系統分類について

守本裕美子*・島田武彦ホ・尾崎 武*¥野村啓一移・荒木 斉** *・吉田雅夫*

Identification and Relationship of Japanese Chestnut Varieti郎

by RAPD and Southern Blot Analysis 

Yumiko Morimoto， Takehiko Shimada， Takeshi Ozaki， Keiichi Nomura， 

Hitoshi Araki and Masao Y oshida 

Abstract 

Japanese chestnuts (CαstαneαcrenαtαSieb. et Zucc.) were used for RAPD Crandom 

amplified polymorphic DN A) and Southern blot analysis to estimate genetic variation. 

RAPD analysis provided enough DN A polymorphisms to identify all varieties. Both 

dendrogram and scattergram indicated Japanese and Chinese chestnut varieties were 

distantly related. Though some variations were found in native chestnut，“shi baguri " ， 

we could not characterize shibaguri and cultivars. 

In Southern blot analysis only two RFLPs were yield in 18 endonuclease-probe 

combinations， indicating that there were small variation of chloroplast DNA (cpDNA) 

in J apanese chestnut. The sufficient results were not obtained here to discuss the 

relationship between cultivars and shibaguri. 

緒 言

ブナ科に属するクリ属植物は、アジア、ヨーロッノマ、

北アフリカ及び北アメリカなどの温帯地域に原生分布

し、 12種が知られている。これらのうち果実を利用

するものとして重要なものは、ニホングリ、チュウゴ

クグリ、ヨーロッパグリ、アメリカグリの 4種である。

ニホングリ CCαstαneαcrenαtαSieb.et Zucc.) 

は、原産が日本・朝鮮半島である。自家結実率は品種

間で若干の差異が認められるが、実用的には全品種が

自家不和合性と考えられている。きゅう果の大きさは

変異が著しいが、他の栽培種に比べて最も大型である。

渋皮は他の栽培種に比べて繊維質で厚く、剥離は困難

である。

* 神戸大学

卒*神戸大学附属農場

率**兵庫中央農業技術センター

シバグリはその基本種として知られており、古くか

ら日本に自生している。栽培品種と比較した場合、葉

や果実の大きさはかなり小さく外見的には識別可能で

ある。しかし葉型や果実の渋皮剥離が困難であるなど

その他の特徴は類似している。また栽培品種に比べて

寒さに強く、育種素材として注目されている。しかし

栽培品種間あるいはシバグリと栽培品種聞の類縁関係

は、ほとんど解明されていなし、。加えてシバグリの遺

伝的特性も不明である。またこれまでニホングリでは

品種・系統聞の類縁関係について主に生態・形態的な

特徴で分類されてきたが、これらの特徴は環境的な影

響を受けたり類縁関係の近いものでは識別できないな

どの問題があり、より有力な分類法が要望されていた。

近年、分子生物学のめざましい発達により、多くの

分析法が開発されてきた。 RFLPCRestriction 

Fragment Length Polymorphisms) によるサザ

ン解析は標的ゲノムを制限酵素により切断し、断片化

された DNAをメンブレンに転写した後プロープを

用いて DNA多型を検出するものであり、カンキツ
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ー1)2) 
属・キンカン属・カフタチ属の識別 、 トマト ト

ウモロコシ4)オオムギ5)などの RFLP連鎖地図作成

ロット解析法により、品種の識別、ゲノムの類似性と

葉緑体 DNAの変異の調査・解明を試みた。

等に利用されている。

材料及び方法最近になって、 williamsら(990)6)は任意の短鎖

自己列からなるオリゴヌクレオチドプライマーを用いて

ポリメラー ゼ連鎖反応 (polymerase chain 

reaciton PCR)を行い、得られた増幅産物を電気

泳動することにより、 DNA多型を検出する方法を

開発した。この方法は RAPD(Random Amplifi-

ed Polimorphic DNA)分析法と呼ばれ、手法は簡

便で比較的近縁な品種聞においても十分な多型を供給

するため、カンキツでは品種識別7)、連鎖マーカ _8)、

リンゴでは花粉親鑑定的、モモでは連鎖地図作成10)等

に利用されている。

兵庫県神崎郡大河内町・多紀郡西紀町に自生するシ

バグリ 8系統と、兵庫県中央農業技術センター・神戸

大学附属農場で収集・保存されている栽培品種目品

種を供試した (Table1)。試料の生葉から改変

CTAB法11)により全 DNAを抽出した。

RAPD分析はコモンプライマー (BEX Co. 

本研究ではニホングリの栽培品種 (Fig.1)とシバ

グリ (Fig.2)について、 RAPD分析法とサザンブ

Ltd.)によりバイオオーブンで PCRを行い、電気泳

動を行った後エチジウムブロマイドで染色した。

PCRの各サイクルは、予備反応として940Cで 1分間

の熱変性、 400Cで 1分間のアニーリング、 740Cで 1分

間の伸長反応を 1サイクルとしこれを10サイクル行っ

Table 1 Material plants 

Code Varieties Sampling place Sampling date 

1 Sibaguri # 1 Oukouchi， Mineyama 1995/6/12 

2 Sibaguri # 2 Oukouchi， Mineyama 1995/6/12 

3 Sibaguri#3 Oukouchi， Mineyama 1995/6/12 

4 Sibaguri#4 Oukouchi， Mineyama 1995/6/12 

5 Sibaguri#5 Oukouchi， Mineyama 1995/6/12 

6 Ginyose Nishiki 1995/6/12 

7 Sibaguri#6 Nishiki 1995/6/12 

8 Sibaguri#7 Nishiki 1995/6/12 

9 Sibaguri#8 Nishiki 1995/6/12 

10 Otomune Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

11 Imakita Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

12 Kanotume Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

13 Kinseki Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

14 Gora Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

15 Konisiki Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

16 Ogawateteuchi Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

17 Nakatetanba Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

18 Bonguri Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

19 Choukouji Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

20 Matabei Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

21 Hyougo shinaguri Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

22 Hyougo Rinshi 20 Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

23 Arima Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

24 Kunimi Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 

25 Ginyose Kasai， Kobe Exp.Farm 1995/6/22 
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た。続いて940Cで15秒間の熱変性、 400Cで30秒間の

アニーリング、 740Cで1分間の伸長反応を 30サイク

ル行い、さらに740Cで5分間の伸長反応を行った。

得られたデータをもとに品種・系統間の非共有バンド

数の距離行列を求め、ウォード法によりクラスター分

析12)を行い、デンドログラムを作成した。また数量

化理論第 3類により個体数量を求め、二次元配置で散

布図を作成した13)。

サザンプロット解析では 3組の STSプライマーに

より増幅した葉緑体 DNAの特定領域 (psbA遺伝

子領域・ atpB-rbcL遺伝子間領域・ rbcL-ORF106

遺伝子問領域)を Dig標識してプロープとして用い

た。ゲノミック DNAは6種類の制限酵素 (EcoR

1 ， EcoR V， Hind m， Pst 1， BαmH  1， ScrF 

1 )によって消化し、電気泳動を行った。その後プ

レハイブリダイゼーション・ハイブリダイゼーション

を行い、 Dig-CDP-Starにより検出した。

結 果

1. RAPD分析法

40種類のコモンプライマーを検討した結果、 31種

類のプライマーから総数 49個の再現性のある

RAPDsが得られた (Fig.3)。得られたデータをも

とにウォード法によりクラスター分析を行いデンドロ

グラムを作成した (Fig.5)。次に数量化理論第 3類

により散布図を作成した (Fig.6)。

デンドログラムにおいては供試した全てのシバグリ・

栽培品種について少なくとも 4個の RAPDsで識別

が可能であった。また兵庫県西紀町で実際に栽培され

ている‘銀寄， (6)と、兵庫県中央技術センター・神戸

大学附属農場で収集・保存されている‘銀寄， (25) で

は RAPDパターンが相同であり、全く差が見られ

なかった。チュウゴクグリの系統である‘兵鹿支那栗'

(21)、‘兵障林試20号， (22)は他のシバグリ、栽培品

種と大きく異なっているが、その他の系統では有意な

差がみられず、シバグリと栽培品種を明確に分類する

ことはできなかった。

散布図における寄与率は約30%であった。チュウ

ゴクグリの系統は他のニホングリとはかなり離れた位

置にプロットされた。加えて兵庫県大河内町でサンプ

リングされた‘シバグリ 1' (t)は他のシバグリ・栽培

品種とはかなり離れた位置にプロットされた。しかし

その他のニホングリの栽培品種・シバグリは密接にプ

ロットされ、両者を明確に分類することはできなかっ

fこ。

2. サザンプロット解析法

6種類の制限酵素に 3種類のプロープを用いて実験

を行った結果、制限酵素BαmHI ・プローフ。αtpB-

rbcL遺伝子問領域の組み合わせでは‘シバグリ l'(t)、

制限酵素 EcoR1・プロープ rbcL-ORF106遺伝子間

領域の組合せでは‘シバグリ 3'(3)、‘シバグリ 9'(10)に

特異的な多型が検出された (Fig.4)。しかしその他

の組み合わせでは品種・系統に多型は得られず、ニホ

ングリの葉緑体 DNAにおける多型の出現頻度はか

なり低いと考えられた。得られた多型に種や分布地域

などの特異性を関連づけることはできず、シバグリと

栽培品種の類縁関係は明らかにすることができなかっ

fこ。

考 察

RAPD分析法においてはデンドログラムによって

供試したすべてのシバグリ、栽培品種について識別が

可能であった。また採集地の異なる‘銀寄， (6)、 (25)

で相同な RAPDが得られたことにより品種同定が

可能であった。ニホングリの栽培品種は来歴のはっき

りしないものも多く、 RAPD分析法はニホングリの

品種識別に有効であるものと思われる。

またチュウゴクグリの系統である‘兵庫支那栗， (21)、

‘兵庫林試20号， (22)はデンドログラム・散布図の双

方において他のニホングリと大きく異なっており、ニ

ホングリとチュウゴクグリは遺伝的にも大きく異なる

ものと考えられた。また散布図における‘シバグリ 1' 

(1)の変異は比較的大きく、すべてのシバグリが異なる

系統として識別されていることからシバグリの中にも

変異があるのではなL、かと推察される。

一方シノイグリと栽培品種はその形態的な差異から遺

伝的にも大きく異なるものと予想、したが、今回供試し

た材料ではデンドログラム・散布図の双方において明

確に分類することはできず、遺伝的には比較的近似し

ているものと推察される。

サザンプロット解析においては、 18組み合わせで

得られた RFLPsは2組みで極めて高い相向性がみ

られた。また検出した多型は系統特異的であると考え

られた。ニホングリの葉緑体 DNAにおける遺伝的

差異は極めて小さく、遺伝的に近似しているものと推

察される。サザンプロット解析法では近縁な種間にお

いて十分な成果が得られず、葉緑体 DNAの構造差

を直接比較する手法を適用することが妥当であると考
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える。

ニホングリの変異を十分に把握するためには、品種・

系統を増やし、さらにアメリカ、ヨーロッパグリなど

の他種との類縁関係を調査することが望まれる。

摘 要

ニホングリの類縁関係を明らかにするために

RAPD分析法・サザンプロット解析法を適用したo

RAPD分析法では得られた多型をもとにクラスター

分析によりデンドログラム・数量化理論第 3類により

散布図を作成した。すべてのニホングリを識別するこ

とができた。ニホングリとチュウゴクグリの系統にお

いて、デンドログラム・散布図の双方にかなりの差が

見られた。また‘シバグリ， (1)の変異は比較的大きく

シバグリ内にも変異があるものと思われた。シバグリ

と栽培品種の類縁関係を明確にすることはできず、今

後はさらに多くの品種・系統を供試していく必要があ

ると考えられた。

サザンプロット解析でも今回供試した酵素・プロー

プの組み合わせでは多型はほとんど得られず、シバグ

リと栽培品種の類縁関係を明らかにすることはできな

かった。またわずかに得られた多型に種や分布地域な

どの特異性を関連づけることはできず、ニホングリに

おける葉緑体 DNAの変化は小さいものと思われた。
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Fig.l Leaves and flowers of Japanese chestnut cultivar “Ginyose" 

Fig.2 Leaves and flowers of shibaguri 
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Fig.3 RAPD patterns of 25 chestnut cultivars and accessions 

1: Primer A25 2: Primer A26 

Fig.4 Southern hybridization patterns 

(Bαm HI，αtpB-rbcL) 
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