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卒者 日

緒日

モモ、スモモ、ウメ、アンズ、オウトウなどの果樹は核果類と呼ばれ、いずれもサク

ラ属果樹(Prunus)の仲間である n サクラ属はバラ科に属し、約200f重(species)がある。染色

体の基本数は n= 8である。 Bailey(1914)、Rehder(1954)、北村(1979)らは、形態的特性に

より、サクラ属植物の分類を試み、 3から 5 種類の亜属に分類している.~ Rehdel はサクラ

属をスモモ亜属(Prunophora)、モモ亜属(Amygdalus)、サクラ亜属(Cerasus)、ウワミズザ

クラ亜属(Padus)、パクチノキ亜属(Laurocerasus)の5つに分類しているが、現在ではこの

分類が広く用いられている O

スモモ亜属にはスモモ、アンズ、ウメがある「スモモは種数が多く、 21古体、 41音体、

6倍体のものがあり、アジア、ヨーロツパ、北アメリカなど北半球に広く分布している

(Weinberger、1975)。アンズは中国を中心にユーラシア大陸に広く分布しているが、ウメ

は東アジアの南部に分布範囲が限られている。

モモ亜属にはモモとアーモンドがある。モモは中国を中心に東アジアから西方へ、アー

モンドはユーラシア大陸の乾燥地に広く分布している c

サクラ亜属には、野生種のサクラ、観賞用の花サクラ、果樹として利用きれているオ

ウトウがある。野生種であるユスラウメ、ニワウメ、サンドチェリーなどはユーラシアか

ら北アメリカに分布しており、これらはMicl町 erasus植物と呼ばれている。観賞用の花サ

クラはアジアに、オウトウは中国からヨーロッパに分布している c

ウワミズザクラ亜属はウワミズザクラ、イヌザクラなど、バクチノキ亜属はパクチノ

キ、リンボクなどがあり、いずれもユーラシア大陸に分布しているぐ

近年、遺伝資源の重要性が認識され、世界各国で、資源の探索、収集が行われ、その

評価と利用に力が入れられている。育種の成果を上げるには、変異の拡大が必要であり、

そのためには多様な遺伝資源が必要である C また、果樹栽培では通常、台本に高品質の品

種を接ぎ木して生産力を高めているが、台本には環境適応性に優れた野生種が有用である

(Okie、1987)。交雑育種を推進するためには、種内及び種間の交雑和l合性を確認する必要

があり、接ぎ木繁殖を行う場合にも種聞の接ぎ木親和性を検討しなければならないコ'-~ 

ではサクラ属相互の類縁関係を明らかにし、育種・栽培の基礎資料を得たいの

これまで、花、葉、果実、核などの形態的特性(食、 1979、大井、 1983、北村、

1979)、接木親和性(田中、 1934)、効佐和合性(YoshJda. Yamanishi、1988)などによって種・

品種を分類してきたが、これらの方法は環境的要凶に影響を受けたり、類縁関係の近いも

のでは相互の差異を識別できない場合があり、より有力な分類法が要望されていた O

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きれてきたヮ特に、

DNAの構造解析、遺伝情報の発現のメカニズム解明、 DNA組換え技術確立など遺伝子工学

の発展により、遺伝情報の大半を担う核DNAを直長比較するDNAフィンガーフリント法

(]effreyら， 1985)が注目されるようになった。 RFLP(RestrictionFragment 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
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卒者 言

DNAをメンプ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る。 RFLP

による研究報告は数多く、 トマト(Bernatzkyら.1986)、 トウモロコシ(Helentjarisら.1987)、

オオムギ(Nilan.1990)、などではRFLP連鎖地図の作成が報告きれている c果樹の分野で

はユニバーサルプロープ(M13.rDNA，テロメア領土或などのmlnisatelhteDNA)を用いて、カ

ンキツ属、キンカン属、カラタチ属の識別に利!日されている(Nybomら、 1990、山本ら

1992)。リンゴではエンドウ由来の葉緑体DNA断片をフロープとして用いることにより、

系統を診断したり、進化の推定を行っている D サクラ属果樹で、はEldregeら(1992)がモモの

RFLPを調査し、系統分類及び連鎖地図の作成を行ったの Kanekoら(1986)はサクラを中心

とした11品種についてBamHI、 Hin dffi、 SmaIの3種類の制限酵素を用いて系統分類を試

みたが、サクラ属果樹全体の類縁関係については解明できなかった。

最近になって、 Williamsら(1990)は任意の短鎖配列からなるオリゴヌクレオチドブラ

イマーを用いてポリメラーゼ連鎖反応(polymerasechain reaction : 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の多型を検出する方法を開発したο この方法は

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNA)分析法と呼ばれているコ RAPD分析法は実験手

順がアイソザイム分析と同程度の簡便きで、しかもフライマーの塩基配列を変え毛だけで

多型の検出が無限に行える。このため、 RAPD分析法は比較的近縁な品種聞においても十

分な多型を供給し、品種識別、系統分類、連鎖地図作成に利用されているコカンキツでは

品種識別(松山ら 1992)や連鎖マーカー(大村ら.1994)、リンゴでは花粉親鑑定(原田ら，

1992)、モモで、は連鎖地図作成(Chaparro，1994)に適用されているのさらに、データベー

スやインターネットの普及に伴い、 H的の遺伝子の塩基配列の情報入手が容易になり、ま

たLongPCR(Schwarzら、 1990)の開発により、それらの領域の増幅がより簡便になてふたつ

Saikiら(1985)はこの増幅断片の制限酵素認識部位を調査したことから、 PCR.RFLP法と呼

ばれ、パラ科植物(寺地ら.1993、武内ら、 1995)、カキ属植物(米森ら、 1994)、サクラ属

植物(BadenesとParfitt.1995)の系統分類などに利用きれている。また、葉緑体DNAにコー

ドされる進化速度が比較的速いrbcLや核DNAにコードされる比較的変異の大きいITS領域

をPCRにより増幅し、直接構造解析を行うダイレクトシーケンスにより系統解析が行われ

ている(Morganら.1993、Hsiaoら.1995)cサクラ属植物においても上述のような報告が見

られるが、これらは全て栽培品種をrfl心に扱ったものが多く、各亜属の遺伝的変異、サク

ラ属植物の進化の過程を検討する上でト分とはいえないふ

本研究では、サクラ属植物の多種多系統についてRAPD分析法、 PCR-RFLP分析法、

サザンプロット解析法、シーケンス解析法などの分析法により、サクラ属植物の分類と系

統解析を試みた。第1章では系統分類学的研究へのDNAマーカーの適用、第2章ではスモ

モ亜属の系統分類、第3章ではモモ亜属の系統分類、第4章ではサクラ亜属の系統分類、第

5章ではサクラ属植物の系統分類と進化について、それぞれ検討を行った
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第l章

第 1章 系統分類学的研究へのDNAマーカ一法の適用

第 l節 RAPD分析法

目的

これまで、形態的特性では識別困難な種、品種の分類にはアイソザイム分析、 M13

ミニサテライト(Rogstadら、 1988)やrDNAのスベーサー領域(Long. Dawid、1980)など

の繰り返し配列をもっDNA断片をプロープとするサザンプロット解析などが用いられて

きた。しかし、これらの方法でも、近縁な品種間では十分な多型を検出することができ

なかった。 Williamsら(1990)が開発したrandomamplified polymorphic DNA (RAPD)分析

法はプライマーの塩基配列を変えるだけで増幅される領域が異なるため、簡便な手順で

効率良く DNA多型を検出できると考えられるつそこでサクラ属果樹の品種・系統分類に

RAPD分析法が有効であるか否かを検討するの

材料及び方法

1 ).試料の採集

供試した葉は品種ごとに樹を選ぴ、数本の新梢から 5-10枚摘み取り、全体で、約10g

採取した。 RAPD分析法の有効性を検討するために、種ごとに代表的な品種・系統を選

ぴ、供試した。品種・系統名はTable1-1-9からTable1-1-1 7に示した。

2 ).試料の調整

採取した幼葉は水道水でよく洗浄し、水滴をふき取ってから、 DNA抽出のための調

整を行った。なお、予備のサンプルは、 -20
0Cで冷凍保存した。

3).DNAの抽出

DNAの抽出はDoyle& Doyle(1987)の方法に従ったc 調製した0.5gの試料は速やか

に液体窒素で凍結し、乳鉢と乳棒により十分に粉砕した。この粉末に少量の石英砂と 2

XCTABバッファー(Table1-1-1)を加えた後、 60
0

Cで30分間保温した。溶液に2mlの水

飽和ブエノールークロロホルム混合液(1: 1 v/v)を加え、両層が穏やかに混合するよう

に撹祥させた後、 10分間 15，000rpmで、遠心分離(TOI¥.1YMC-150)を行ったコタンパク質

を含む中間層を入れぬように上層(水層)を静かに取り出した。さらに等量のクロロホ jレ

ムーイソブロピルアルコール混合液(24: 1)を加え、両層が穏やかに混合するように撹

排させた後、 15，000rpm、4oC、10分間で遠心分離(TOtvlYMC-150)を行った。タンパ

ク質を含む中間層を入れぬように上層(水層)を静かに取り出したc この上澄み液に200

μlの3Mの酢酸ナトリウムと 2mlのイソフロハノー jレを加えてよく混ぜ、 -80
oCで30分

間放置し、 15，000rpm、4oC、10分間、遠心分離してDNAを沈殿させた O 沈殿した

DNAを800μlのAAエタノール(99% Ethanol : 7.5 mM Ammonium Acetate = 6 :1)で30

ーっ一、J



第1章

分間、さらに800μlの75%エタノールで洗浄した。洗浄したDNAを風乾した後に100

μlのTEバッファー150mM Tris-HCI(pH 8.0)， 20 mT¥1 EDTA]と2μlのRNase[10mg/ ml 

RNase， 10 mM Tris-HCI(pH7.5)， 15 m~l NaCI]を加えて冷蔵庫に保存した。スモモ、サク

ラ、オウトウ、ユスラウメは、モモ、ウメ、アンズと比較すると、 DNA収量が低く不純

物が多かったため、一部については、フェノールを加えて不純物を除去した。 CTAB法

のフローチャートをFig.1-1-1に示した。また、 RAPD分析法の再現性を確かめるために

SDS司法(Dellaportaら、 1983)により ‘紅サシ'のゲノミック DNAを抽出した。 LJ主の粉末

を1mlの抽出バッファー (0.1 M Tris-HCI， 0.05 M EDT A: pH 8.0， 0.5 M NaCl)を加え、

十分にホモジナイズし、 20% (V/W)のSDSを50μi、ブロテイナーゼKを0.1mg加えて、

50 .Cで一晩保温した。翌日、溶液に3MKoAcを250μl加え、氷上で1時間放置した後、

15，000 rpm、4.C、20分間で遠心分離を行ったの 上層(水層)を静かに取り出し、 150

μlの3 Mの酢酸ナトリウムとl.5mlのイソブロパノー jレを加えてよく混ぜ、 -80
0Cの冷

凍庫で、30分間静置した後、 15，000rpm、4oC、10分間、遠心分離し、 DNAを沈殿させ

た。沈殿したDNAを800μ!のAAエタノー jレ(99%Ethanol : 7.5 m~r Ammonium Acetate 

= 6 :1)で、30分間、さらに800μlの75%エタノー)レで洗浄したと洗浄したDNAを風乾し

た後に100μ!のTEバッファー[50mM Tris-HCl(pH 8.0)， 20 mM EDT A]と2μiのRNase

110 mg / ml RNase， 10 mM Tris-HCl(pH7.5)， 15 m!¥.1トhCl]を加えて冷蔵庫に保存した 1

SDS法のフローチャートをFig.1-1-2に示したの

4 )_鋳型DNAの濃度調整

ポリメラーゼ連鎖反応をさせるために、抽出したDNAを滅菌水で3ng /μlの濃度

になるまで希釈した。まず、 lμlのDNAをサンフルと 7μITEとdyemarkerの混合液(6X

dye : TE = 1 : 5)に混ぜ、 1%のアガロースゲjレで電気泳動を行った。あらかじめゲルと

泳動液には2μlのエチジウムブロマイド(10mg / ml)を加えておき、 DNAの染色率を高

めた。およそのDNAの濃度判定はミニゲル法(Sambrook、1989) により判定し、え

DNAのスタンダードシリーズ(100，200， 300， 500 ng / 8μ1 )と肉限で比較して、抽出し

た鋳型DNAを3ng /μlの濃度に希釈した。希釈した溶液のDNA濃度を正確に測定する

ために、 ADNAのスタンダードシリーズ(14，12，10，8，6ng /μ1)と2μlのDNAを肉眼で

比較しながら調製した。濃度調整したDNA溶液は使用するまで冷凍保存したc 濃度が濃

いと高分子側に増幅断片が検出され、濃度が低いと再現性が低下するなどの現象が見ら

れた。このように、濃度によりバンドパターンが多少異なるので、濃度調整は重要であ

ると考えられた。

5).ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)

濃度調整を行った鋳型DNA2μlを0.5mlチコープの底に入れ、チニープの側聞に

マスターミックス(Table1-1-4) 8μlを加え、反応液の濃縮を防ぐため、 17商のミネラ jレ

オイルを滴下して、反応液の表面を覆い、バイオオーフ守ン(BiothermCo.)で;PCRを行った。
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第1章

Taq DNAポリメラーゼ(PerkinElmer Ceyus )は希釈溶液(Table1-1-3)で1U/μ!の濃度に

希釈した。 PCRの各サイクルは、オベロンフライマーを用いる場合、 940Cで1分間の熱

変性、 37
0

Cで1分間のアニーリング、 73oCで2分間の伸長反応を1サイク jレとしこれを

20サイクル行った後、 94
0Cで30秒間の熱変性、 40eCで30秒間のアニーリング、 73oC 

で1分間の伸長反応の1サイクルを25サイク jレ行い、きらに73oCで5分間のサイク jレを

サイクル行った。コモンブライマーではこれらのサイクルのアニーリング混度をすべて

40
0

Cに変更して行った。

6).プライマー

分析には主に10ベースからなるランダムブライマーを用いた。プライマーはオベロ

ン(Table1-1-5)、BEX社(Table1-1・6)、安芸津計測、 TOYOBO(Table 1-1-7)から購入し、

検討した。プライマーはGC含量が40-70%の範囲のものを使用し、塩基配列GC含量をま

とめた。実験効率を上げるため、アンズ、スモモ、モモについては総数で225種類オベ

ロンブライマーの中から、各々についてスクリーニングを行った C ブライマーの選抜基

準は、 1)ブライマー当たり複数のDNA多型を供給すること、 2)その評価が容易であるこ

と、による。またモモ、サクラ、オウトウ、アーモンドではセミランタY、な配列を持ち、

12ベースからなるコモンブライマー(AOO-A39、BexCo. Ltd.)を適用したπ

7).電気泳動・染色・写真撮影

ミニゲル電気泳動槽(Mupid)で、電気泳動を行った。 SEAKEMアガロース(FMC)と60

μ150 XTAEを蒸留水中で加熱溶解し、 1%のアガロースゲル(20ml /ゲル)を作成し

た。泳動液にはTAE緩衝液[40mM Tris-HCI(pH 8_0)， 1 mM EDT A]を用い、 DNA染色効

率を高めるためにあらかじめ3μlのEtBr(エチジウムブロマイド)を加え、 30分以上放置

した。 PCRの済んだサンプルに、 2μlの6X dye markerを加え、撹排した後、注意深く各

試料溝に入れた。分子量マーカーは、)， DNAをPstIまたはHind田でダイジェストした

ものを用いた。試料溝側に一、反対側に+の電源を接続し、 50Vでl時間通電した。泳

動後1時間、振還しながらEtBrで一十分にDNAを染色した。トランスイルミネーター上で

ゲルに紫外線を照射し、ポラロイド665あるいは667で写真撮影を行ったご

8).データ解析

泳動により可視化されたDNAブインガープリントは、バンドの有無をもとに0・1型

でスコアーきれた(多型を示す位置にバンドがみられる場合=1，見られない場合=0)。得

られたデータをもとに品種・系統聞の非共有バンド数の距離行列を求め、群平均化法に

よりクラスタ)分析(Lance. Williamas、1967)を行いデンドログラムを作成したコまた

数量化理論第 3類によりダミー変数を求めて、 2成分を抽出し、二次元配置で、フロット

した(Hayashi、 1950)。解析には多変量解析ハンドブックハ jレ坊及び統計解析for¥Yinを

用いた。

F
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結果及び考察

l).RAPD分析の再現性と遺伝様式

第l章

まずはじめに、ウメでRAPD分析法の再現性、 RAPDマーカーの遺伝様式、多型の出

現頻度などについて調査した。供試材料には福井県閏芸試験場で採取したウメ 4品種、

Fl雑種目個体を用いた。 RAPD分析はゲノムDNAにブライマーが結合する際に、それら

が向かい合い、約3kbp以内のサイズの断片のみを増幅するために、ゲノムDNAが2次構

造をとり増幅きれない、また、鋳型DNAとブライマーとのミスマッチなどにより人工産

物などが増幅される可能性があり、再現性の問題が問われることが多い。そのため、

‘紅サシ'を供試材料とし、 SDS法とCTABl法などDNA抽出方法の差異による再現性と

サンプルした葉の差異による再現性とを調査し、この実験を3回繰り返した。どの組み

合わせにおいても同じRAPDパターンが得られ、 !こ記の差異については再現性が見られ

た(Fig.1.1.3)。鋳型DNAの濃度差で、バンドのサイズにばらつきが見られたョこのため、

濃度チェックは分析を行う上で非常に重要な要因の一つであると考えられた。

次にプライマーのGC含量と増幅断片数、 DNA多型の数、そしてそれらのサイズを

調査した。上述の30種類のブライマー;A1.A7、T1-T20 (Table1-1-7)及び

1-3(Table1-1-5)、を用いた結果、平均で、40%で、はがJ8.2バンド、 50%では約21.1バンド、

60%ではが:.124.1バンドとGC含量が増加するにつれて増幅断片数は増加した長この傾向

はWilliamsら(1990)の実験結果と同じであり、この原因はグアニンとシトシンの水素結

合の手がアデニンとチミンの組み合わせよりも、 1本多いため、増幅が安定するものと

推察された(Fukuoka、 1992)0 Fri tschら(1993)は安定した増幅反応を得るためにはフラ

イマーのGC含量が指標となると報告している。 DNA多型とブライマーの塩基配列には

相関が見られなかった。 0.3kbpから 2.2kbpの範囲で、増幅断片の出現数を調査した結果、

1.0kbpから1.5kbpの範囲で、出現数が多く、その分布は正規分布に類似していた(Fig.

1-1-4)。カイ 2乗検定の結果、これらの分布は正規分布に適合しなかったが(0.2<P<0.5)、

この結果はTaqポリメラーゼがこれらのサイズまで比較的安定して配列を読むのではな

いかと推察した。 300bp以下や2k旬以上の断片は再現性が低かったので、多型の評価に

はこれらの断片を除いた。

‘紅サシ'と‘竜峡小梅'、及び、そのFl雑種9系統、また‘剣先'と‘鴬宿'、及

び、そのFl雑種9系統を供試し、 RAPDが雑種後代に遺伝しているかどうかを確かめた

(Fig. 1・1-5)。親品種聞の識別は容易であり、親系統に特異的な増幅断片がFl系統におい

て確認された。またFl雑種問においても DNA多型が検出されたことにより本法の識別

能力が高いことが確かめられたc 以上の結果から、ウメの親子鑑定は可能であると考え

られた。 F2系統が用意で、きなかったため、 ‘剣先'と‘紅サシ'に特異的なDNA断片

(OP-1、及びOP-2)をゲルから切り取り、プロープとして第 2節で記すサザンプロット解

析を行った。 Fl個体で、Op.1とOP-2が見られた位置にシグナ jレが見られたことから、こ
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れらのバンドが親品種から遺伝し、人工産物ではないことが確かめられた(Fig.1.1.6)0 

雑種後代が欠除しているため、分離比などを求めることはできなかったが、 Fl個体の識

別が容易であること、両親品種にみられるバンドについてもれでも分離がみられること

から、ウメのゲノムはヘテロ接合性が高いと推察した。

以上のようにRAPD分析法の再現性と遺伝様式が確かめιれたので、種ごとに得られ

たDNA多型が品種・系統を反映するものかどうかを検討した。

2).ウメについて

和歌山県果樹園芸試験場と福井県園芸試験場で採取したウメ代表11品種

(Table1'1-8)を選ぴ、選別した17種類のプライマー(コード番号;1，2，3，4，5，8，9.10， 

11，13，14，15，17，21，22，23， 26)により RAPD分析を行った(Table1-1'5)こ総数で203

個の増幅断片が得られ、 49個の再現性のあるRAPDsが得られたD どの品種聞において

も少なくとも1.5バンドで識別が可能であった。各系統聞の非共有バンド率を求めた結

果(Table1-1-9)、 ‘豊後'と‘李梅'は他の品種と類似性が低かった O 品種間で得られ

た多型をo-i型で評価し、群平均化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.1-1'7)。得られた分類結果はこれまでの形態的特性、生態的特性、アイソ

ザイムマーカーによる分類結果(田中、 1936、吉田・京谷、 1971、青木ら、 1972)と類

似していたためRAPD分析法がウメの系統分類に有効であると考えられ、第2章第l節の

ウメの系統分類に適用した。

3).アンズ

果樹試験場千代田園場で採取した9品種・系統を供試した(TabeI1'1-10)ニ形態的に

大きく異なる品種・系統として、 ‘新潟大実'、 ‘鏡台丸'、 ‘小笠原'、 ‘ネパー jレ

アンズ85241'、 ‘Early Orange' を選抜し、 GC含量が40%から70%の225種類のブラ

イマー(Table1-1-5)についてスクリーニングを行った。その結果、 18種類のブライマー

を選抜し、この中からさらに15種類のプライマー(コード番号;41， 42.44.46，48，59， 

60， 68， 75， 77， 79， 89， 101， 120， 163)を用いてRAPD分析を行い、系統分類を試みた。

総数で120本の増幅DNA断片が得られ、再現性のある 30個のRAPDsが検出された。全て

の品種・系統聞の識別が最低で5個のRAPDsで、可能で、あったc各系統聞の非共有バンド

率を求めた結果、 ‘山杏'は他の系統と類似性が低かった(Table1'1-11)cこれらのデー

タをもとに各系統聞の距離行列を求め群平均化法により、クラスター分析を行い、デン

ドログラムを作成した(Fig.1，1-8)0デンドログラムは大きく野生種と日本の在来品種の

系統に分かれた。このようにRAPD分析による分類結果は従来の分類(Yoshida. 

Yamanishi、1988)と異なるものではなく、 RAPD分析法がアンズの系統分類に有効で、あ

ると考えられ、第2章第2節のアンズの系統分類に適用した。

4).スモモ

果樹試験場で採取した9品種・系統を供試し t~(Table 1'1'12)0形態的に大きく異な
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る5品種・系統、 ‘ミロパラン420・2-2' 、 ‘万左衛門'、 ‘チェーアン'、 ‘花堺、李'、

‘クリコンダムソン'、を選抜し、 GC含量が40%から70%の225種類のブライマーにつ

いてスクリーニンク'を行った(Table1-1-5)。その結果、 34種類のブライマーを適用した。

‘スピノーサスモモ'、 ‘スタンレー'、 ‘小池李' ‘メスレー'の4品種をきらに追

加し、 34種類のプライマーのうち 15種類のフライマー(フライマ一番号;22，43，46， 

83，107，108，113，137，152，153，164.168，171. 172.184)を用いてRAPD分析を行い、

系統分類を試みた。総数で197本の増幅DNA断片が得られ、再現性のある 21偶のRAPDs

が検出された。全ての品種・系統聞の識別は最低でも 5個のRAPDsで、可能で、あった。各

系統聞の非共有バンド率を求めた結果、スモモは相互に類似性が低かった(Table

1-1-13)。これらのデータをもとに系統問の距離行列を求め群平均化法により、クラス

ター分析を行い、デンドログラムを作成した(Fig.1-1-9)っデンドログラムは大きくニホ

ンスモモ(P.salicina)とヨーロッパスモモの2つに分かれた。このようにRAPD分析による

分類結果は従来の分類(Hedric1し 1911)と異なるものではなく、 RAPD分析法がスモモの

系統分類に有効であると考えられ、第2章第3節のスモモの系統分類に適用した。

5 ).モモ、アーモンド

果樹試験場で採取した8品種-系統を供試した(TabeI1-1-14}0225種類の任意の

塩基配列からなる 10merフ。ライマーについてスクリーニングを行った。多型の出現頻度

はP.persica内では低いものの、ブライマーを選択することにより系統分類が可能と恩わ

れた。この中から多型の出現頻度が高く、識別容易なブライマーを選択した弓アーモン

ドを含む合計8系統について選択した12種類のブライマー(ブライマ一番号;21. 27，43， 

73，153，167，169，171，177，210，215.222)を用いてRAPD分析を行った。各系統問の

距離行列を求め、群平均化法によりクラスター分析を行った(Fig.1・1-10)cデンドログ

ラムはP.persicaとその近縁野生種のグルーフに大別された。 P.persicaの‘白桃'、

‘長野野生桃'、 ‘天津水蜜桃'、 ‘上海水蜜桃'、 ‘レイトクロフォード'はバンド

の共有率が高く、 P.persicaの類似性は高いことが示唆された(Table1-1-15)。それに対

し、モモの近縁野生種はバンドの共有率が低く遺伝的変異に富んでおり、 P.persicaとゲ

ノムの類似度が明らかに異なっていた。光核桃はチベット、プータン、ネバールなどの

高地に自生しており、野生種の中でも特に他の種と異なった。このようにRAPD分析に

よる分類結果は従来の分類(Scorza，1990)と異なるものではなく、 RAPD分析法がモモ

の系統分類に有効であると考えられ、第3章第l節の系統分類に適用したa

6). サクラ・オウトウ

山形県園芸試験場で採取した8品種・系統を供試した(Tabel1-1-16)0 20種類のコモン

プライマー(プライマ一番号;AOO-A019)を用いてRAPD分析を行ったり各系統聞の距

離行列を求め、群平均化法によりクラスター分析を行ったうデンドログラムはオウトウ

とサクラの2つのグループに大別できた(Fig.1-1-11)(ユスラウメ、ニワザクラなどの
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Microcerasusクーループはこれらのクラスターと類似性が低かった。各系統の類似度はス

モモと同様に大きく、サクラの変異は大きいものと推察きれた(Table1-1-17)。このよ

うにRAPD分析による分類結果は従来の分類(Iezzoni、1990)と異なるものではなく、

RAPD分析法がサクラ亜属の系統分類に有効であると考えられ、第4章第1節のサクラ・

オウトウの系統分類に適用した η

摘要

サクラ属果樹の品種・系統分類にRAPD分析法が有効であるか否かを検討した C

RAPD分析法の再現性、 RAPDマーカーの遺伝様式、多型のi11現頻度など調査したろ

実験の再現性には増幅反応における鋳型 D?¥Aの適切な濃度調整が必要で

あった。検出された増幅DNA断片のサイズは主に 2.2kbpから 0.3kbpで、

このサイズ以外のものは再現性が低く、実用性がないものと考えられた。

‘竜峡小梅'、‘紅サシ'、‘剣先'、‘鴬宿'の 4品種とそれらの F1個体

について RAPD分析法を適用した O 親品種間で D~A 多型は容易に検出で

き、それらの多くは Fl個体で分離していた c F 1個体で検出された増幅

DNA断片はすべて親品種から由来していたコまたサザンハイブリダイゼー

ションにより、これらの増幅断片は親個体から遺伝したことが確認できたの

さらに形態的特性が非常に類似し、相互の識別が困難である同じ交配の F1 

集団についても、この手法により相互の識別が可能であった。

次に RAPD分析法がウメ、アンズ、スモモ、モモ、サクラ・オウトウな

ど各種の品種・系統の識別と分類に有効であるか否かを検討した O モモ

では栽培品種内で多型の出現頻度は低かったが、全ての種で品種・系統の

識別が可能であり、得られた多型!をもとに作成したデンドログラムはこれ

までの分類と矛盾していなつかた o

以上の結果より、 RAPD分析法は DNA多型の検出感度が高く、品種レ

ベルでの識別が可能であり、親子鑑定や系統分類に有効であると推察され

。
た
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Table 1・1-1.Comp田制onof 2 x CT AB isolatlon buffer (100 ml) 

Component 

2.0 M Tris-HO (pH 8.0) 5ml 

0.5 M EDT A (pH 8.0) 4ml 

NaO 8. 182g 

cr AB (CetyltrimethylanunOluum Bromidc) 2.0g 

2・mercaptoethanol 0.2ml 

Table 1-1-2. Compos附onof 10 x PCR buffer (l ml) 

Component 

1 M Tris-HCl (pH 8.3) 1∞μl 

1 MKCl 5∞μl 

lMMgCh 20μl 

10 mg/mI gelatin 10μI 

Sterilized I-hO 370μl 

Table 1・1・4.Taq DNA polymerase dilution bu宵'er(20 ml) 

Component 

Glycerol 1仇叫

1 MKCl 2ml 

2 M Tris-HO(pH 8.0) 2α)μl 

0.5 M EDTA(pH 8.0) 4μl 

Tween 20 1∞μl 

I-hO 20ml 

Table 1・1・4.Composition of master mix 

Component lx 

10 x PCR blUfer 1.0μ1 

2μM Primer 1.0 μ1 

2mM世ITPs(dATP， dCTP， dGTP， dlTP) 0.5μ1 

Taq DNA polymerase 0.2μl 

Sterilized I-hO 5.3μl 

Final 

1∞mM 

2仇nM

1.4M 

2α)% 

0.20% 

lx 

10mM 

5伽nM

2瓜 M

O.∞1% 

Final 

50% 

l∞m.¥，1 

2臼11.¥1

O.lmM 

O到%

第1章

Final(10x) 

1∞m¥1 

5∞mM  

2伽nM

0.01% 
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Fresh lea，::es 0.5g 
..-Add Iiquid N 2 

Grind with ouartz 
~ーJ\dd 2 ml of 2 x CT AB buffer 

Mix and incubation at 60・Cfor 30 min. 「山ml向 h叫 chloroform
(l: 1 v/v) mixture 

Gently.mix by shaking 

第1章

F・寸~entrifuge under 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 
SupE;.rnant 

1・-Add 2 ml of chloroform-isoamylalcohol 
I (24: 1 v/v) mixture 

Gently.mix by shaking 
ドトCentrifugeunder 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 

Supe.rnatant 
t‘-Add 200 Jll of sodium acetate and 2 ml of 
I isopropanol 

吋ege的

Suspend司t・80・Cfor 30 min. 
ー・-Centrifuge under 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 

Pellet 

-ー-Add 800 JlI of AA -ethanol 
Suspend at room temperatu開 for30 min. 

~ Centrifuge under 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 
Pellet 
1.-Add 800 Jll of 75 % ethanol 

Suspend ~t room temperature for 30 min . 
..-Centrifuge under 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 

Pellet 

DTY 
14-Add 100 JlI of TE buffer and 2 Jll of RNase 
I (10 mglml) 

Stored at -20・c

Fig.l・1・1DNA isolation by CTAB method. 
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Fresh le~ves 0.5g 

ドー-Add liquid N2 
Grind with quartz 

"'-Add 1 ml of isolation buffer 
Homogenization . 「山0川 20% SDS alω1 mgof 

proteinase K 
Mix and incuqation at50・Covernight 

ドトAdd250 pl of 3 M KoAc 
Suspend on i~e for 1 hour 

第1章

.... 時-Centrifugeunder 15，000 rpm at 4・Cfor 20 min. 
Suoernatant 
，，-Add 150 pl of 3 M sodium acetate and 1.5 ml of 
I isopropanol 

Shake gentIy 

Suspen4 at・80・C for 30 min. 
トー- Centrifuge under 15，000 rpm at 4・Cfor 15 min. 

Pellet 
l← Add 800μ1 of AA噌 thanol

Suspend .at room temperatu陀 for30 min. 
ド← Centrifugeunder 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 

Pellet 
..- Add 800 pl of75 % ethanol 

Suspend at room temperature for 30 min. 
~ー Centrifuge under 15000 rpm at 4・Cfor 10 min. 

Pellet 

「
Add 100 pl of TE buffer and 2 pl of RNase 

(10 mg/ml) 
Stored at -20・c

Fig.l・1-2.DNA isolation by SDS method. 
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Fig.l・1・3Experiments of reproducibility. A; repe必 ngthe same experiment 
using the same template DNA and primer; B; left; genomic DNA extracted 
byCl、ABmethod ; right ; genomic DNA extracted by SDS method ; C ; 
genomic DNA extracted from di賞erentleaves of the same plant. The 
genomic DNA of ‘Benisashi' was used for these experiments. M; Hin d III 
digested lambda DNA and all PCR were performed by using the primer 3. 
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Fig.l・1-4.The distribution of amplification products. The number of 
poJymorphic bands are represented by solid coJumns. 
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Table 1・1・8.Material plants in mume 

Code Varieties Scicntific namc 
Rillkyollkoume P. mlllnt' 

2 Benisashi P.I/IUllle 

3 Shil1heidaYll P.mumt' 

4 Ollshllku P.11lllme 

5 Kensaki P.l/lumt' 

6 Nankouume P.mume 
7 Sumomoume P.mrlnre 

8 Gojiro P.mumt' 

9 Gyokuei P. 1IIU111t' 

10 同nshiu P.lIlume 

11 Bungo P.mumt' 

Table 1・1・9.Dissimilarity index between each pair of varieties 
CocI. Vart.1I問

脳I1kyoukoum.
2 Benis宙 hi
3 Shinheidayu 
4 Oushuku 
5 Kcns法i
6 N姐 kouun官
7 Sumo町、。un、e
s Gojiro 
9 Gyolru四
10 Rinshiu 
11 BI1ng。

z 3 4 5 6 7 B 

.408 286 3-*7 -*69 449 449 .347 
367 18-1 22-* 286 .327 347 

265 347 327 .571 306 
。163 224 -*69 2H 

265 469 286 

367 429 

551 

Table 1・1・10.Material plants in apricots 

Code Varieties Scientific name 

Niigataomni P. al1lrel/iaca 

2 Ogasawara P. armel/iaι'a 

3 Nodokukuri P. amreniaca 

4 Kyoudaimaru 

5 Shinshuoumi 

6 Bai-xing 

7 Siberian apricot 

8 Nepal apricot 

9 Early Orange 

P. anllelliaca 

P. annt'niaca 

P. armeniaca 

P. sibirica 

P. annel/iaca 

P. annt'l/iaca 

Table 1・1・11. Dissimilarity index between each pair of varieties 
CocI. V町督時四 2 3 

‘ 
5 6 7 s 

Niiga旬。U111l 267 333 .233 167 Z品7 .467 .5∞ 
z 01坦 aw田宮 267 233 367 4∞ 533 .567 

3 Nodokulruri 3関 -*33 267 .333 367 

4 Kyol1daim掴唱 333 3∞ 5∞ 6∞ 
5 Shinshuoumi 3∞ 633 6∞ 
6 B副-lUng .400 433 

7 Sib.ri岨 apric川 3∞ 
s Nepal apricot 
9 EarlyOr四."

第l章

9 10 11 

.388 321 388 

3-*7 245 447 

.306 2ι4 .388 
224 143 .367 

286 2n5 449 
3宮S 245 477 

551 ふ19 469 

.122 22.f .367 

22-* 367 
306 

9 

-*33 
567 

-*33 
533 

4∞ 
3∞ 
.500 

.333 
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Oushuku 

Rinshiu 

Kensaki 

Benisashi 

Nankou 

Gojiro 

Gyokuei 

Riukyoukoume 

Shinheidayu 

Bungo 

Sumomoume 

第1章

I II  I 
o 5 10 15 

(Different band number) 

Fig.l・1・7.Dendrogram of representative mume cultivars. 

Niigataoumi 

Shinshiu oumi 

Ogasawara 

Kyoudai maru 

Nodokukuri 

Bai-xing 

Siberian apricot 

Nepal apricot No. 85241 

Early Orange 

I I I I 
o 5 10 15 

(Di町erentband number) 

Fig.l・1・8.Dendrogram of representative apricot varieties. 
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Table 1・1・12.Representative plum varieties for RAPD analysis 

code Varieties Scientific n剖 ne

1 My¥oba1an plnm426・2・2 P. cer田 ifera

2 Ma眠障mon

3 Chairn 

4 Kararl (llua-18・11)
5 Krikon Damson 

6 Ko肱e叩 momo

7 Methley 

8 Slanley 
9 Splnosa Plum 

P. salicina 

P. domestica 

P. salicina 

P. ;ns;titia 

P. salicina 

P. salicina X ct!rasifera 

P. domestica 

P. spinosa 

Table 1・1・13.Dissimilarity index between each pair of plum varieties 

code Va巾凶回 234  567  

.667 .476 .~24 .571 .~24 .524 Mylobalan plum420-2・2 .667 

2 Manzaemon 

3 Chalrn 

4 KARARIσlua-la-li) 

5 Krikon Damson 

6 Koike四 m岬mo

7 Methley 

8 Slanley 

9Splnosa Plum 

.476 .238 .286 .238 .429 

.524 .286 .429 .524 

429 .286 .381 

.333 .619 

.381 

Table 1・1・14.Representative peach varieties for RAPD analysis 

code Varleties 

1 Nagano Y回 elton(I_ale) 

2 Haknt四百

3 Cht園田eCllng

4 Chln回 eB¥ood
5 Late Crawford 

6 Tlbela圃p回 ch

7 Da，'1d pe虻 h
8 Almond 85124 

scienlific n8me 

P. pers;ca 

P. pers;ca 

P. pers;ca 

P. persica 

P.戸川伺

P. miTU 

P. dQ¥'id;ana 

P. amygdalus 

Table 1-1-15. Dissimilarity index between each pair of peach varieties 
codeVarセ凶四 2 3 456  
1 Nag岨 oY回 eilo四O-ate) 0.44 0.52 0.4 0.32 0.48 

2 Haknton 0.8 0.04 0.68 0.04 

3 Chi回目eCllng 

4 Chln回 eBlood

5 Late Crawrord 

6 Tibelan p回 ch

7 D前倒 pe舵 h

8 Aln凹nd85124 

0.76 0.44 0.76 

O.ω0.08 

O.制

第1章

8 9 

.571 .714 

.476 .429 

.286 .524 

.619 .476 

.381 .429 

.524 .381 

.524 .381 

.333 

7 8 

0.4 0.36 

0.04 0.08 

0.76 0.8 

o 0.04 
O.“ 0.6 
0.08 0.12 

0.(凶
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Manzaemon 

Karari (Hua・la・Ii)

Koikesumomo 

第l章

恥tfethley

Chairn 

Krikon Damson 

Stanley 

Spinosa plum 

Myrobalan plum 420-2・2

。 10 
目一一一一一一.

15 20 
(DifTerent band number) 

Fig.l・1-9.Dendrogram of representative plum varieties. 

Nagano Yasei tou 

Chinese Cling 

Late Crawford 

Hakutou 

Chinese Blood 

Tibetan peach 85163 

David peach 

Almond 85124 

-
E
5
 

20 

(Different band number) 

Fig. 1・1・10.Dendrogram of representative peach varieties. 
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Table 1 ・ I ・ ~6__ Representati¥，e cherry varieties for RAPD analysis 
Code VarieCles Scientific name 

Engllsh Morello P. cera.f/L~ 

2 Aobazakura P. lanne.tiana 
3 Fujizakura P. ;nc陪α

4 Chlnese cherry 
5 Napoleon 

6 Frutlco掴

7 MontMorency 

8 Nlwazakura 

1'. fKlllciflora 
P. avIum 

P. froticosa 

P. cera.ms 

三位豆些2

Table 1・1・17.Dissimilarity index between each pair of cherry varieties 
Code Varietles 2 3 4 5 6 

1 Engllsh Morello .500 .407 .430 .314 .198 

2 Aobazakur百 .233 .349 .465 .395 

3 Fujizakura .256 .349 .349 

4 Chlnese cherry .372 .372 

5 Napoleon .395 

6 Frutlco掴

7 Mont Morency 

8 Niwazakura 

Engllsh Morello 

Aobazakura 
Fujizakura 

Chinese cherη 

Napoleon 

Frntlcosa 

Mont Morency 

Niwazakura 

1 
20 30 40 
(01宵'erentband number) 

Fig.l・1・11.Dendrogram of representative cherry varieties. 
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7 8 

.105 .512 

.512 .477 

.395 .407 

.419 .453 

.233 .5伺

.209 .430 

.523 

.21. 



第 1章

第 2節 Dig-ELISA及び CDP-Starによるサザンプロット解析

日的

RAPD分析法はゲノムの不特定部快からフライマーに侠まれる領域を増幅するため

に、得られたDNA多型は表現的で、それらによる解析は広義のゲノムの類似性を推定す

るものと考えられる。これまで、系統解析の分野においては個体聞の距離となる尺度を

fitch-Margoliash 法(fitch. Margoliash、1967)、じPGd.:(Nei、1975)、l¥If法(farris、

1972)などの、分子レベルでのデータ比較を基本とした }j法で行われてきた。木村

(1986)は、中立遺伝子の進化速度は時間に対して A 定であり、その値は中立遺伝子の突

然変異率に等しいと述べ、系統解析の分野においては、この説は分l岐時間の推定を行う

基本概念となっている。アルフアルファなどの一部の植物を除き、細胞質遺伝するオ 1レ

ガネラDNAは自然淘汰に対して中立で母系の推定などに有効であるc このため、葉緑体、

ミトコンドリアを組織から分画し、そこからDNAを抽出して、適当な制限酵素で処理し

て制限酵素の認識部位の有無を調査する万法が行われてきたが、この方法はかなり時間

がかかり、解析に多量のDNAを必要としたハゲノミック DNAを用いたサザンプロット解

析法は供試するプロープを変えることにより、それぞれ対象とするゲノムを調査するこ

とができるので非常に便宜な方法である r これまで、フロープの標識にはl2pゃ3:iSなど

の放射性物質が利用されてきたが、安全性の聞において、実験環境と廃棄処理などの問

題がある。近年、 ECLやDigなどの蛍光ラベルを主体とした方法が開発され、検出効率

は前述の方法と同等のものとなってきたι そこで、 Dig標識のブロープを用いたサザン

プロット解析に着目し、この方法がサクラ属植物の系統分類に有効であるか否かを検討

する。

材料及び方法

1 )_材料

農林水産省果樹試験場千代田岡場で保存きれているウメ 3品種、アンズ4品種、スモ

モ、 4品種・系統を供試した(Table1-2-1)。

2 )_試料の採集、試料の調整

第 l章第 1節の方、法に従って行った。

3)_DNAの抽出

DNAの抽出はWargnerら(1987)が開発した改変CTAB法に従った、調整した2)gの試

料は速やかに液体窒素で凍結し、乳鉢と乳棒により十分に粉砕したここの粉末に氷の上

で冷却したに50mlのIBバッフアー(Ta bl e 1 -2 -2 )を加え、溶液が均ーになるように氷の

上で撹排した。 15，000rpm、4oc、5分間で遠心分離(KじBOTAKR -20000T)を行い、沈

澱物に25mlのLBバッファー(Table1-2-3)を加え、溶液が均ーになるよろに撹排した。

60 "cで30分間保温した後、溶液に25mlのフエノール-クロロホ)レム(1:1 vh-)混合液を加

え、両層が穏やかに混合するように撹件させた後、 15.000rpm、-t'c、10分間で遠心

分離(KUBOTAKR-20000T)を行った〉タンパク質を含む中間層を入れぬように上層(水

ーつつ.



第 l章

層)を静かに取り出し、 25mlのクロロホルムーイソフロピルアルコール混合液(24: 1 v/v) 

を加え、両層が穏やかに混合するように撹枠させた後、 15，000rpm、4oc、10分間で

遠心分離を行った。タンパク質を合むrt'問層を入れぬように上層(水層)を静かに取り出

し、この上溝み液に2.5mlの3Mの酢酸ナトリウムと 25mlのイソブロハノレを加え

て、ゆっくりと混ぜ、 .80
0

C、30分間放置ーしたう 15，000rpm、4'c、10分間で遠心分

離を行い、 DNAの沈殿を行った。沈殿したDNAを30mlのAAエタノー)レ(99% Ethanol : 

7.5 rnM Arnrnoni urn Acetate = 6 : 1)で30分間、さらに30mIの75%エタノー}レで洗浄し

た。洗浄したDNAを風乾した後に2rnIのTEバッファ -[50rnM Tris-HC¥(pH 8.0)， 20 mM 

EDTAIと40μlのRNasel10rng / rnI RNase， 10 mM Tris守 HCl(pH7.5)，15 mM NaCl]を加え

て冷蔵庫に保存した。スモモ、サクラ、オウトウ、ユスラウメなど、多糖類、やボリフエ

ノールが多く含まれていると考えられるものについては、 IBバッファーによる洗浄、フェ

ノール-クロロホルム混合液によるタンパク質の除去、 75%エタノー jレによる洗浄を繰

り返した。改変CTAB法のフローチャートをFig.1-2-1に示したり

4 ).制限酵素処理

酵素処理には、 1サンプル当たり 3μgのゲノッミク DNAを供試した 第 l章第l節

の方法で、100ng/μlに濃度調整した30μlのDNA溶液に50μlのマスターミックス(各制

限酵素3μl、8μ!の10Xパップア一、 39μlの減雨水)をきらに加え、 80μlスケー)レ

で消化反応を行い、 37
0

C. 1晩で処理した。制限酵素にはBamHIとHindillの2種類の

制限酵素を用いた。 10Xバッファーの組成表をTable1-2-4に示した。

5).電気泳動・染色・写真撮影

実験l.の方法 7.に従って行ったわただし、泳動槽にはアトーのAE6110を用い、

l.2 g SEAKEMアガロースゲル(FMC)と2.4rnlの50X TAEを蒸留水中で加熱溶解し120

rnIにフィルアップした1%のアガロースゲ}レを使用し、 100Vで、4時間の電気泳動を行っ

た。

6).プロープ断片の作成とクローニング

PCR断片をプロープとして利用するために、第1耳'i-第3節の方法により、スモモの

‘万左衛門'の鋳型DNAから atpB-rbcL遺伝了'問領域の増幅を行った=増幅反応液を2%

のアガロースゲルで、電気泳動し増幅産物の有無を確かめた。増幅産物が認められた反応

液は第1章第3節の方法により精製し、ミニゲ1レ法により、 100ng/μlに希釈L、ラベリ

ング反応に供試した。東京大学の平井篤志教授、東北大学遺伝子生態研究センターの菅

野明助手に分譲していただいたイネ葉緑体のDNA断片P4(14，356bps Insert/puc19)を複

製するために、クローニングを行った。 100u¥のコンビテントセル(大腸菌DH5、

TOYOBO)と2μlのプラスミド(50ng/μ1)を500μlチューブにに入れ、氷上で30分間静

置し、 42oC、2分間のヒートショックを行った乙反応後、 l分間氷上に置き、 SSC液体

培地で37
0C、1時間、振壷培養したの培養液200μlを選択マーカーと構成物質を含む

LB培地(Table1'2-5)にプレーテイングし、 37
0

C、l晩培養したの翌日、培地上の白色コ

ロニーを滅菌した爪楊枝で同収し、抗生物質アンヒシ 1)ン(終濃度:50μg/ml)を含む

50rnlの2XYT培地(Table1-2-6)に加え、 37
0

Cで、 l晩、振撮培養した:分光光度計

(BECKMAN、DU@640UV SpectorophotorneterHこより、 A = 600の波長で吸光度(OD)を

ー23-
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測定し、培養液のOD数が0.5以上になるまで振撮培養を続けた。吸光度を確認した後、

2.5 mlクロラムフェニコール(34mg/ml in ethanol)を加え、さらに37
0C、i晩、振議培養

し、大腸菌当たりのプラスミドのコピー数を増加きせた。プラスミドの抽出はアルカリ

SDS法(Birnboim. Do旬、 1979)により行った。培養液を4'c、5分間 15，000rpmで遠心

分離(KUBOTAKR-20000T)を行い、沈殿した大腸闘を 20mlのGTE溶液(Table1・2-7)を

加え、氷の上で十分に懸濁し4oc、5分間 15，000rpmで、遠心分離し、沈殿した大腸菌に

5 mlのリゾチーム溶液(10mg/ml in GTE solurion)を加え、ボルテックスで十分に混合し

溶菌を行った。 5分間静置したのち、 10mlのアルカリ溶液(Table1-2'8)を加えてゆっく

りと混和し、溶液が透明になるのを確認し、 10分間氷の Lで、静置した。さらに7.5mlの

3Mの酢酸ナトリウム(pH6.0)を加えて氷の tで静置したごこの混合液を 15，000rpm、4

℃、 10分間で遠心分離し、上澄み液を取り、 25mlのクロロホ)レムイソアミルアルコー

ル混合液(24: 1)を加え、両層が穏やかに混合するように撹枠させた後、 4'c、10分間

15，000 rpmで、遠心分離(KUBOTAKR. 20000T)を行ったコタンパク質を含む中間層を入

れぬように上層(水層)を静かに取り出し、 25mlのイソフロハノー jレを加え、ゆっくりと

混和したのち、 15分間室温で放置した C 室温で30分間、 15，000 rpmで、遠心分離し、

DNAの沈殿を行った。沈殿したDNAを30mlの75%エタノールで洗浄したこ洗浄した

DNAを4oc、10分間 15，000rpmで、遠心分離(KじBOTA KR -20000T)を行い、風乾した後

に100μlのTE}'¥ッファー [50 mJ¥{ Tris' HCl(pH 8.0)， 20 mJ¥{ EDTAjと2μ!の

RNasel10mg I ml RNase， 10 mM Tris-HCl(pH7.5)， 15 mM NaCljを加えて冷蔵庫に保存し

た。なお、アルカリ SDS法のブローチャートをFig.1-2'2に示した c

7).プロープの作成

上述のDNAをプロープ化するために、 Dig-labelingキット (Boehringer Mannhei m)を適

用したo DNA断片を 94oc、10分間、ボイリング万式で熱変性させ、直ちに氷rjJに移し

冷却した。熱変性後のDNA1μg、0.5M Tris-HCl 2μl、dNTPラベリング混合液

(Table 1-2-9)、蒸留水 10μlをチュープに入れ、最後に2じKlenow酵素を泡立てないよ

うに静かに加え混合した。 37 Oc、1晩インキュベーションし、 Klenow酵素によって

Dig-dUTPを取り込ませ、 2μlの0.2MEDTA溶液(pH8.0)を加えて反応を停止させた。

2μlの4MLiCIと60μl冷エタノールを加えて十分混合し、標識されたDNAを沈殿さ

せ、ー80
0Cで30分間静置した。次に、 12，000rpm、10分間遠心分離(TOlvlYMC.150)を

行い、 70%冷エタノールで沈殿を洗浄し、乾燥させ、 1mM EDTAを含む 10mM 

Tris-HCl(pH 8.0)に溶解させた。

8).アルカリプロッテイイング

電気泳動後、ゲルのサンプjレコウム部分を0.23J¥1 HClに1分間浸潰し、泳動きれな

かった巨大分子のDNAを切断した。次に、 1M NaClを含む0.5M NaOHに15分浸j責し、

液を切る。これを数回繰り返し、脱プリン反応を行い、 DNA断片を変性させた。ゲル上

のDNA断片をハイポンドNあるいはN"+(Amersham)のナイロンメンプレンへ一晩、アル

カリプロッティングした。プロッテイング溶液はメンプレンにより異なり、ハイポンド

Nでは1.5Mの水酸化ナトリウムと 0.25Mの水般化ナト)ウムを含む溶液、ハイポンド

N+では0.4Mの水酸化ナトリウム溶液を用いた。プロッテイング後、メンプレンを2X

ー24・
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SSCパップアー(0.3M r、JaCI.0.03 M Na -citrate. pH 7.0)で 15分間浸漬し、これをもう -

度繰り返した。

9).ハイプリダイゼーション

ノfックグラウンドをtipえるためにメンブレンをシールドノくツクに入れ、メンプレン

100 cm
2
当たり 20mlのハイプリダイゼーション溶液を加えシールドし、 42'cで 4時間

シェークしなカまらプレハイプリダイゼーションを行ったうハイブリダイゼーション溶液

はメンプレンの種類により異なり、ハイポンドヌで、はTable1-2-10に記す溶液を、 ハイ

ポンドN+で、はTable1-2-11に示し溶液を使用した。

次に、ブレハイプリダイゼーションで使用した溶液を除去し、直前に 94'c・10分

間ボイリング方式で熱変性させたプロープ(50ng 1m!)を1ml当たり 5μl力!Jえたハイプリ

ダイゼーション溶液をメンプレン100cm2当たり約2.5ml加え、シー jレドパック中に泡

が入らないよう注意しながらシールドした o 42 ocで6時間シェークしながらインキュ

ベーションした。

インキュベーション後、室温でo100c m
2
当たり 50ml 以上の0.1% SDSを含む2XSSC 

でメンプレンを5分間2回洗浄し、続いて、 42ccで0.1% SDSを含む0.1XSSCで15分間2

回洗浄した。

1 O).Dig-ELISAによる検出

ハイプリダイゼーションの終わったメンブレンをバッファ -1(Table1'2-12)で1分

間洗浄した後、バッファー2(Table1-2-12)に移し、 30分間インキュベーションしたυ 次

に、再度、バッファー1で簡単に洗浄した。バッファ -1で750じ Imlの酵素標識抗体

(Dig-AP抗体;ポリクローナ jレ羊抗ジゴキシゲニンFabフラグメントにアルカリ性フォス

ファターゼを結合させたもの)を 150mC Iml(1:5000)に希釈した。この希釈標識抗体溶

液約20mlにメンプレンを浸漬し、 30分間インキュベーションしたc インキュベーショ

ン後、 100mlのバッファーlでメンプレンを 15分間2回洗浄して未反応の標識抗体を除

去し、 20mlのバッファー3(Table1-2-12)に移して2分間で平衡化きせたと

発色反応、は暗所において行われ、シールドバックにメンプレンを入れ約印刷の発

色液を加えてインキュベーションした二発色液は、 10mlバッファー 3、45μ1NBT溶

液(75mg Iml nitroblue tetrazolium salt in 70 % dimethylformamide)、35μIX 1)ン酸(50

mg Iml 5-bromo-4・chloro-3-indolylphosphate. toluidinium salt in dimethylformamide)を;昆

合したものを使用した。発色反応中は、発色沈澱物が散りやすいためシールドパックを

動かさないよう注意した。バンドが検出されたら、 50mlのバッファ-4(Table 1-2 -12) 

で5分間メンプレンを洗浄し発色反応を停止させた。

11 )_Dig-CDP -Starによる検出

ハイプリダイゼーションの終わったメンプレンをバッファ -1で5分間洗浄し、 100

mlのバッファー2に移し30分間インキュベーションするごミメンプレンを20mlの希釈

溶液(バッファー 1で抗Dig-AP抗体を 75じImlになるように希釈したもの)で30分間イン

キュベーションする。 1001111の洗浄バッファーで15分間2凶激しく洗浄し、 20mlのバッ

ファー3で2分間平衡化する。発光基質溶液(Table1-2-)を100mlメンプレンを5分間浸し、

余分な基質溶液を除き、サランラップでメンプレンを包み、暗室でメンプレンと RX-X
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線フィルム(富士写真フィルム)を重ね、その 1--に感光板(Amersham)を載せ、カセッテ

(Amersham)で挟んだ状態で、30分間露光したっ露光したXフィ jレムはRENFIX(官士写真フィ

ルム)で5分間撹枠しながら現像し、水で洗浄した後、 RENDOR(富士写真フィルム)で5分

間撹枠しながら定着させ、水洗後風乾きせた:

12 ).脱色反応

Dig-ELISAにより検出が終了したメンプレンを再利用するために、メンプレンに付

着する色素の脱色を行った。検出後のメンプレンをウォーターパスで60ocに加熱したジ

メチルホルムアミドに浸漬し、色素が脱色きれるまでインキュベーションを行った 3

13).プロープの除去と再ハイプリダイゼーション

メンプレンを滅菌蒸留水で1分間洗浄し、 Probe-stripping sol ution(Table 1-2-13)に入

れ、 75tで1時間インキュベーションし、フロープの除去を行ったわメンプレンを滅菌

蒸留水で簡単に洗浄し、 50mlの2XSSCで15分間3同洗浄を行い、再ハイプリダイゼー

ションを行った。なお、プロープを除去したメンプレンは使用するまでバッファー4を

加えシールドパック中で保存した。

14 ).データ解析

系統問で認められた多型を0-1型でスコアーし、各系統問ごとにNei&Li(1979)の計

算式により遺伝距離を求めた。計算式を以下に記したと

F = 2mxy / (mx+my) 

δ=IF(33δy4) ] 1/4 

d = -( 2 / r ) log c G 

d= Ave. (め

遺伝距離は制限酵素の認識塩基数ごとに分けて計算:し、求めた値を平均して最終値

とした。 mxとmyはそれぞれX個体、 Y個体にみられるバンドの数を表し、 mxyはX個

体と Y個体に共通なバンドの数を表しているのまた、 rは供試した制限酵素が認識する

塩基数を、 GlはF1/4を表している。計算式のGの数値が安定するまで5同繰り返した。

求められた遺伝距離をもとに解析ソフトじPNJ-SSにより、じPG!¥lA法(Sneath. Sokal、

1973)で系統樹を作成した。

結果及び考察

1).DNA多型とシグナル強度

11品種・系統を BamHIとHindIDで消化し、電気泳動したところ、複数の葉緑体

DNA断片が確認され、 3μgのゲノミック DNAで十分に分析が行えると考えられたっ

atpB-rbcL遺伝子問領域から増幅したDNA断片(プローブF)とイネの葉緑体DNA断片(プロー

プ子2)をプロープにして、 2種類のメンプレンと検出方法を試みた(Fig.1-2-3)~ Aはブロー

プFとハイポンドN+を用い、 Dig-ELISA法により検出した図、 BはプロープFとハイポ

ンドNを用い、 Dig-CDP-Star詰tにより十食tHした肉、 CはフロープFとハイポンド"¥"+を用

い、 Dig-CDP-Star法により検出した凶、 DはフロープP2とハイポンド X十を JIlい、

Dig-CDP-Star法により検出した図であるも Aではフロープがハイプリダイズしたところ
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に青色のシグナルが見られ、 B、C、Dでは黒色のシグナ jレが見られたコこれら4つの図

を比較したところ、ナイロンメンブレンはハイボンド!'¥+の方がハイボンドNよりシグ

ナルが強く、良い結果が得られたブ検出能力はt:観的に化学発光基質CDP-Stal・を!日いた

方がELISA法より高いと推察きれたて Dig-ELISA法ではi直接メンブレンに色素が付着す

るために、プロープを除去しても色素が残り、脱色反応に時間を要するが、

Dig-CDP-Star法で、は1時間で卜分であり、プロープの除去が簡便であった L メンブレン

を再利用した結果、ハイポンドNでは3回から4回の使用でシグナル強度が減少するのに

対し、ハイポンドN+では5回以上の使用でもシグナル強度は変わらず、再ハイブリダイ

ゼーションにはハイポンドN+が有効であった。ハイポンドヌ+は陽の電荷を帯電し

DNAと共有結合するために、転写したDNAはメンプレン Lで、非常に安定した状態になる

ので、帯電していないハイポンドNより、再利用の回数が増加するものと考えられる C

以上のことから、メンプレンの再利用、プロープの除去、シグナル強度なととの点を考慮

すると、ハイボンドN+とDig-CDP-Stal法の組み合わせが簡便でしかも能力的に高いと

考えられた。

プロープは今回、サクラ属果樹から作成したフロープとイネ由来のフロープを比較

したが、シグナル強度は予想通り、前者の }-jが強かヮた このため、イ夕、のフロープを

用いる際は少し長めの露光を行ったc 解析にイネのフロープが利用できることからも植

物における葉緑体DNAの保存性の高きが推察されたc 多型の出現数は断片長の長いイネ

のプロープの方が多かった。プロープの断片長が長ければ、フロープに相補的な領践が

長くなり、制限酵素認識部位が増加するので多型が出現しやすくなると考えられ、イネ

の葉緑体断片が有効であると考えられた C

2 ).サザンプロット解析の有効性

得られた多型をもとに遺伝距離を求め(Table1-2-1-1)、系統樹を作成した(Fig_1-2-4)。

‘南高'、 ‘豊後'、 ‘李梅'、 ‘平和'、 ‘仁杏'、 ‘アルバインブラム'、 ‘万左

衛門'、ミロバランスモモの品種-系統問では RFLPが検出きれなかった~ 'UJ杏'

‘クリコンダムソン'と‘スピノーサスモモ'は他の系統と大きくことなり、遺伝的に

遠縁であった。 Prunophora内は遺伝的に非常に近縁であるため、今回のフロープと制

限酵素の組み合わせだけでは、 卜分な多型が得られないと考えられたこ得られた系統樹

が示す類縁関係は、これまでの分類と矛盾しなかった(菊池、 1948)。サクラ属果樹では、

これまでM13プロープや、イネのミトコンドリアの遺伝子ブロープによりサザンプロッ

ト解析が試みられた(Nybomら、 1990、池谷ら、 1992)が、これらのフロープでは

RFLPデータから直接遺伝距離を求めることは困難である c 保存性の高い葉緑体DNAで

のRFLPの検出は容易ではないと推察されるが、しだmatsuら(1991)はサクラ属植物の葉緑

体DNAにおいて種を十分に識別するほどの変異は存在すると報告している。このため、

遺伝的多様性が高い種を用いて、多くのブロープと制限酵素を組み合わせて分析するこ

とにより、十分な多型の検出が期待できるので第 5章第 3節のサクラ属果樹の系統分類

にDig-CDP-Star法を適用した。

摘要
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葉緑体DNA断片をプロープとしたサザンプロット解析により、サクラ属果樹の問で

十分なDNA多型を検出し、それらの系統分類が有効であるか否かを検討した口実験の安

全性を考慮して、プロープの標識には蛍光物質のジゴキシゲニンを用い、メンプレン、

プロープ、の種類及び検出方法の組み合わせについて検討した r メンプレンではフラスチャー

ジしているハイポンドN+の方がチャージしていないハイポンドNよりシグナル強度が強

く、さらにメンプレンの再利用の効率が良かった。フロープではサクラ属果樹からPCR

により作成した増幅DNA断片とイネ由来の葉緑体DNA断片とを比較したうシグナ)レ強度

は予想通り、増幅DNA断片が強かったものの、多型のIB現効宅はイネItJ来の葉緑体DNA

断片をプロープとした方が高かった O 検出方法はDig-ELISA法ーと Dig-CDP-Start去を比較

した。 Dig-ELISA法で、は直接メンプレンに色素が付着するために、フロープを除去して

も色素が残り、脱色反応に時間を要するが、 Dig-CDP-Star1:去では1時間で1・分であり、

プロープの除去が簡便であった。検出能力も Dig-CDP-Star?去を用いた方がDig-ELISA法

より高いと推察きれた。ハイポンドN+とDig-CDP-Stad去により、代表的なサクラ属果樹

についてサザンプロット解析を行ったコ系統樹を構築するための多型は卜分に得られ、

これらをもとに作成した系統樹はこれまでの分類結果と矛盾していなかったc 以上のこ

とから葉緑体DNAをプロープとしたサザンプロット解析はサクラ属果樹の系統分類に有

効であると考えられた。
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Table 1・2・~~a_terial palts for Southern blot analysis 

Code Accession Type Scientific name 

1 Nankou Mume P.mume 

2 Bungo Mume P.mume 

3 Sumomoume Mume P.mume 

4 Heiwa Aprioct P.arnlenIL1ca 

5 Ren-xing Apricot P.armenIL1ca 

6 Siberian apricot Apricot P.sibirica 

7 Alpine plum Apricot P.brigantina 

8 Manzaemon Plum P.sa1icina 

9 Krikon Damson Plum P .insititia 

10 Myrobalan plum Plum P.cera.rifera 

11 Spino皿 plum Plum P.spinosa 

Table 1・2・2.Composition of IB butTer 

Component 

Polyethylene glycol #6，000 10% (WN) 

Sorbitol 0.35恥f

Tris-HCI (pH 8.0) 0.1恥f

Spermidine 0.50% (WN) 

Spermine 0.50% (、司fN)

s・mercaptoethanol 2% (WN) 

Table 1・2・3.Composition of LB butTer 

Component 

Sorbitol 

Tris-HCI (pH 8.0) 

Spermidine 

S戸 rmine

L-sarcosine 

tl-mer四 ptoethanol

10x butTer 
0.35ルt

O.IM 

0.50% (WN) 

0.50% (WN) 

1.00% (WN) 

2% (WN) 

Table 1・2・4.Composition of r回 trictionenzyme butTers 

Component High butTer Medium butTer 
(Eco RI) (Hin d皿)

Tris-HCI (pH 7.5) 

MgCI2 

Dithiothreitol 

NaCI 

お

酬

山

州

酬

酬

酬
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Fresh leaves 5g 

1 ~ Add Iiquid N 2 

Grind with quartz 

同一Add50 ml of IB buffer 
Mix on ice 

第l章

1... Centrifuge under 15，000叩 m at 4・Cfor 5 min. 
Pellet 

1'" Add 25 ml of LB buffer 
Mix and incubation at 60・Cfor 30 min. 「Add25mldphe山川orm

(1:1 v/v) mixture 
Gently mix by shaking 

，.ーCentrifugeunder 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 
Supernatant 「山 5m凶lぱ刊川chωhlo伽…o町ro叩h伽川い川rm昨 凶m肝削….寸i…Sω蜘…oω叩am叫州m町y山l

(σ24:1 v/v吋)mixture 
Gently mix by shaking 

1.... Centrifuge under 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 
Sup~rnatant 

1.... Add 2.5 ml of sodium acetate and 25 ml of 
I isopropanol 

叶eg叫

Suspend at・80・C for 30 min. 
~ー Centrifuge under 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 

Pellet 
1 ~ Add 30 ml of 75 % ethanol 

Suspend at room temperature for 30 min. 
1.... Centrif叩 under15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 

Pellet 
1 ~ Centrifuge under 15，000 rpm at 4・Cfor 10 min. 
Qry 
I .... Add 2 ml of TE buffer and 40 pl of RNase 
I (l mg/ml) 

Stored at -20・c

Fig.l・2・1DNA isolation method for RFLP analysis. 
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Overnight cultute of E coli carring PUC 19 with inse吋 DNA

ドー-15，000rpm at 4・Cfor 10 min. 
Pellet ...... ・-Add20 ml of GTE solution 

Resuspend in GTE on ice 
~ベ〈ご:e白叩n附E

Pellet 
~Add 5 ml of Iysozyme solution 

Vortex and stand at room temperature for 5 min. 
1 .... ・-Add10 ml of alkari solution 

gently -mix and suspend on ice for 10 min. 
L・_Add7.5 ml of 3 M NaOAc 

Suspend on ice for 30 min. 
1... Centrifuge under 15，000叩mat4・Cfor 10 min. 

Supernatant 
|卜.......Adωd2お5m凶川lof山山刊川fcω川 凶chωhl川I叶l

(σ24:1 v/v吋)mixture 
g伊en凶tI防ymix by shaking 

1'" Centrifuge under 15，000叩mat4・Cfor 10 min. 
Supernatant 
1... 25 ml of isopropanol 

Gently mix and stand at room temperature for 15 min. 
卜Qωωn凶附t仕r仰 unde町rけ1附

t卸emp戸erat旬ur陀efor 30 min. 
Pellet 
1... Add 30 ml of 75 % ethanol 

Suspend at room temperature for 30 min. 
~ーCentrifuge under 15，000叩 mat4・Cfor 10 min. 

Pellet 

Dry IAdd ω削附附川0幻りoJlIμμd ofTE bu蜘伽-an叫E
(け1mglml) ) 

Stored at・20・c

Fig.l・2・2_Plasmid isolation method for preparation of probes. 
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Table 1・2・5. Composition of1.5 % selection medium 

Component 

Bactotη'ptone 

Bacto yeast extract 

NaCl 

Bacto agarose 

X-Gal 

IPTG 

Ampicillin 

Table 1・2・6. Composition of 2 x YT 

Component 

Bacto tryptone 

Bacto yeast extract 

NaCl 

1% 

0.5% 

0.2% 

1.5% 

2.0% 

0.2% 

5.0% 

1.60% 

1.00% 

0.50% 

Table 1・2・7. Composition of GTE solution 

Component 

Glucose 

EDTA 

Tris・HCl(pH8.0) 

0.05九4

0.01 M 

0.25九f

Table 1・2・8. Composition of alkali solution 

Component 

NaOH 

SDS 

0.05% 

1% 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

第l章
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Table 1-2-14. Genetic distance between each acc回 sions

Code * 6 9 11 Varieties 

* Group A 

6 Siberian apricot 

9 Krikon Damson 

o.ω7523846 O.ω811714 ~021521192 

0.016687619 0.02383ω71 

0.03334830 1 

11 Spinosa plum 

Group A: Nankou， Bungo， Sumomoume， Heiwa， Ren-xing， 

Alpine plum， Manzaemon， Myrobalan plum. 

GroupA 

6) Siberian apricot 

9) Krikon Damson 

11) Spinosa plum 

0.02 0.04 

Genetic distance 

Fig.l・2・4.Phylogenetic tree by UPG九1A.
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Table 1・2・9.Composition of mixture labeling dNTP(pH 6.5 ) 

Component 

dATP 1 m九f

dGTP 

dCTP 

dTTP 

Oig-dUTP 

lmM 

lmM 
0.65 n由4

0.35 n合f

Table 1・2・10.Composition of hybridization回 lutionfor Hybond N 

Component 

NaCI 0.75九f

Na-citrate(pH 7.0) 0.075 M 

Formamide 

Blocking reagent 

N -Iauroy Isarcosine 

NaCI 

SOS 

50% 

5.00t?も

0.10% 

0.10% 

0.02% 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

Table 1-2-11. Composition of hybridization釦 Jutionfor Hy加 ndN+

Component 

NaCI 0.75M 

Na-citrate(pH 7.0) 0.075恥f

Sodium phosphate(pH7.0) 50mM  

Formamide 50% 

Blocking r岨 gent 2.00% 

N -Iauroy Isarcosine 0.10% 

NaCI 0.10% 

SOS 7.00% 

Table 1-2-12. Compo副 ionof detection buffers 

Com巴nents

Tris-HCI 

NaCI 

MgCll 

(m moVl) 

(m moVl) 

buffer 1 

100 

150 

Bial 11 (Blocking問 agent)(WN) 0.50% 

EOT A (m moVl) 7.5 

Table 1-2-13. Probe-stripping solution 

Component 

Formamide 

T吋s-HCI

SOS 

60% (明リV)

50n品4

1% (WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(WN) 

(判ゲV)

buffer 2 

100 

150 

第i章

buffer 3 buffer 4 

100 10 

100 

50 

1 

9.5 
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第1章

B M 1 2 3 4 567 8 9 10 11 

D 島宣 1 234 5 6 7 8 9 10 11 

Fig.l・2・3.Southern hybridization pattern between each probe and genomic DNA 
digested by Bam HI. Probe PF was used for A.， B， and C， and P2 were for D. 

Hybond N+ was used all experiments except B. M indicates Hin d III digested 

lambda DNA. Detection of A was according to Dig-ELISA and others were 
according to Dig-CDP-Star. The above numbers were listed in Table 1・2・1.
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第3節 オルガネラ DNAの特定領域を丹jいたPCR-RFLP法

目的

オルガネラDNAの遺伝様式はアルフアルファや針葉樹(Nealeら、 1986)などの例

外を除き一般的に、細胞質遺伝するため、母系の推定など系統進化学的研究に適切で、

あると考えられている。これまで、葉緑体DNAやミトコンドリアDNAの遺伝的変異を調

査するために、 RFLP解析やサザンプロット解析などの解析法が適用されてきたι しか

しながら、これらの方法は供試するDNA量が多く必要であること、実験手順が煩雑であ

ること、多型はプロープと制限酵素の組み合わせに依存し、比較的近縁な種聞において

は多型の検出は困難であることなど、多数の系統を扱う上で必ずしも便宜であるとはい

えない。 Saikiら(1985)が報告したPCR-RFLP法は目的の領域をPCRで増幅し、そのRFLP

パターンを調査するために、上述の問題を克服すると考えられ、しかも、 4塩基認識制

限酵素を使用しでもその評価が容易であると推察される G STS(Sequence Tagged 

Site)(Tragoonrungら、 1992)化されたブライマーを別い、サクラ属果樹のオ}レガネラ

DNAの特定領域の変異を調査した。

材料及び方法

1 ).材料

農林水産省果樹試験場千代田開場と山形県間芸試験場で、保存きれているウメ、アン

ズ、スモモ、モモ、アーモンドをそれぞれ1品種-系統とサクラ 2t日1種・系統を供試した

(Tablel-3-1)。

2 ).試料の採集、試料の調整、 DNAの抽出、鋳型DNAの濃度調整

第1章第 1節の方法に従って行った。

3).STSプライマ)

葉緑体DNAにコードきれているpsbA遺伝子領域、 1・bcL-ORF106遺伝子問領域、

atpB・rbcL遺伝子問領域、 matK遺伝子領焼、また、ミトコンドリアDNAにコードきれて

いるmat遺伝 P子、及び、cox遺伝子を対象として、これらの領域を増幅するためにTable

1-3-2にしるす、 1-12のSTSブライマーを受諾合成したごこれらのフライマーのアニーリ

ングサイトの模式図をFig.1-3-1に示した口

4 ).ポリメラ)ゼ連鎖反応(PCR)

濃度調整を行ったDNA20μlを0.5mlチュープの底に人れ、マスターミックス 80

μlを加え、ミネラルオイル 1滴を滴下し、ノfイオオープン(BiothermCo.)で"PCRを行っ

た。 PCRは、 94.Cで 1分間の熱変性、 55oCで30秒間のアニーリング、 73
0

Cで30秒間

の相補伸長反応を 1サイクルとして3サイクル、続いて、 94.Cで15秒間の熱変性、 55

℃で15秒間のアニーリング、 73.Cで15秒間の相補伸長反応を lサイク jレとして30サイ

クル、次に、 73.Cで2分間の伸長反応により行った、

5 ).ベレットの問収

PCRで増幅した後、反応液のミネラルオイ jレをヒヘットマンで除去し200μ!のエタ

ノールで沈殿し、遠心分離(15，000rpm、5分)を行ったうへレットを50μlのTEで溶解
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し、 50μlのフェノール;クロロホルム 1: 1混合液で抽出して、再び前記の作業を繰

り返した。

6).制限酵素処理

PCRで増幅した断片を5種類の4塩基認識制限醇素、 2種類の5塩基認識制限酵素、 3

種類の6塩基認識制限酵素Table1-3-3}で消化した~， PCRを行った後、制限酵素を10Xバッ

ファー(Tablel-3-4)によって希釈した制限酵素希釈液;)0μlをさらに加え、 37OC . 2時

間で処理した。

7).電気泳動・染色・写真撮影

実験1.の方法 7.に従って行った。ただし、 0.9g SEAKEMアガロースゲjレ(FMC)と

0.6 ml 50 XTAEを蒸留水中で加熱溶解した3%のアガロースゲ)レ(30ml/ゲjレ)を使用し

た。

8).プロープの作成

東京大学の平井篤志教授に分譲していただいたイネ葉緑体のDNA断片の中で、 psbA

遺伝子領域、 rbcL-ORFI06遺伝子問領域、 atpB-rbcL遺伝子問領域、 matK遺伝子領肢を

コードしていると考えられるB-7(4.9kbp}、Pl-1(1.8kbp}、P-14(7.5kbp}、E10(2.4kbp) 

をプロープとして利用するために、 Dig-labelingキットをもちいた。ラベリング}j法に

ついては第 l章第 2節の方法に従った。

9}.アルカリプロッテイング

1-8のセンスブライマー、アンチセンスフライマーを使用してPCRを行い、増幅産

物を50Vで1時間電気泳動した。

ゲルのサンプ)レコウム部分を0.25M HClに1分間浸漬し、泳動きれなかった巨大分

子のDNAを切断した。次に、 1M NaClを含む0.5~I NaOHに15分浸漬し、液を切るごこ

れを数回繰り返し、 DNA断片を変性させた c ゲ)レ上のDNA断片をナイロンメンブレン

(ハイボンドN)へ一晩、アルカリプロッテイングした。プロッテイング後、メンプレン

を2XSSCJ'ッファー(0.3M NaCl， 0.03 t'vI Na-citrate， pH 7.0)で15分間浸漬し、これをも

う一度繰り返した。

10).ハイプリダイゼーション

第 1章第 2節の方法に従った。

11 ).検出

第 1章第 2節に記したDig-ELISA法によって検出したっ

12 ).データ解析

第 i章第 2節の方法に従ったc

結果及び考察

1). STSプライマーによる特定領域の増幅

葉緑体にコードされているpsbA遺伝子、 rbcL'ORFI06遺伝子問領域、 atpB-rbcL遺

伝子問領域、及び、matK遺伝子領域を増幅するSTSフライマ-4組と、ミトコンドリアに

コードされているmat-r.cox II遺伝子を増幅するSTSフライマ-2組を月]pて供試材料の

ゲノッミクDNAを鋳型に6領域の増幅を試みたc 葉緑体では、それぞれpsbA遺伝子領域
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で約1.1kb、 rbcL-ORF106遺伝子問領域でが13.2kb、atpB-rbcL遺伝子問領域で約2.1kb、

matK遺伝子領域で、約1.5kbpの大きさの増幅断片が得られた(Fig.1-3-2)。しかし、ミト

コンドリアでは、 mat-rについては増幅断片が検出きれなかった、また、 coxII ~ニゥいて

は複数の増幅断片が検出されたため、分析には使用しなかった(Datanot shown)o STSブ

ライマーはパラ科植物(寺地ら、 1993、遠藤ら、 1995)、コムギ(Wahleithner、1990)、

アイリス(Arnoldら、 1991)などのオ}レガネラDNAにコードされる遺伝子部位の配列の 4

部をデザインされたものである n 葉緑体DNAのこれらの領域の噌帽は、比較的達縁であ

る植物の遺伝子配列を持つプライマーを月jいたにも関わらず、単一のバンドが件られた円

このことは植物の葉緑体DNAの保存性は比較的高いことを示唆しているものと考えた。

ミトコンドリア遺伝子領域の増幅については、増幅パターンが予想した結果と異なり、

これらのブライマーはサクラ属果樹に適用できなかった口ミトコンドリアDNAは分子内

組み替えのため、種内変異がしばしば生じると報告されていることから(Sederoff、

1987)、これが原因で、進化速度が速いとされる葉緑体DNAよりミトコンドリアDNAの

方がよく分化しているものと推察した。以上のことから、葉緑体DNAの4領域!こ℃いて

実験を進めた。

PCRの鋳型にゲノミツク DNAを用いたため、得られた4種類の増幅断片が葉緑体由

来のものかどうかを確かめた。東大、平井篤志先生、東北大遺伝生態研究センターの菅

野明氏に分譲していただいたイネの葉緑体断片の中から、上述の4種類の領肢をコード

すると考えられる8-7、P-14、P1-1、E10をDig標識し、サザンハイプリダイゼーシヲン

を行った。増幅産物が見られた位置にシグナ Jレが検出された(Fig.1-3-3): イネの遺伝子

プロープによるサザンハイブリダイゼーションで増幅断片とプロープの聞にシグナ)レが

形成されたことにより、これらは相互に70%以上の相向性があると考えられた

検出された4種類の増幅産物の断片長は系統間で全て相同で、欠損挿入などの変異

は認められなかった。このため増幅産物をフェノー)レークロロホルム 1 1混合液で抽

出し、エタノールで沈殿、精製したのベレットはTEでとかし、 6種類の4塩基認識制限

酵素、 2種類の5塩基認識制限酵素、 3種類の6塩基認識制限酵素でこれを処理した。消

化物を3%のシーケムアガロースゲルで電気泳動し各制限酵素の認識部位の有無を調査

した。供試材料の組み合わせでは、検出した多型のうち、サクラに特異的なRFLPパター

ンをFig.1-3-4に示した。多型の出現頻度は4塩基認識制限酵素が高く、また構造遺伝子

内領域よりもイントロンを含む遺伝子問領域の万が高かった(Datanot shown)c 8ades . 

Parfitt(1995)は特にrbcL-ORF106遺伝子領域は変異に富んで、いると述べ、本実験でも多

数の変異がみられた。得られたRFLPsをもとに、 Nei&Li(1979)の計算式から遺伝距離を

求め(TabeI1-3-5)、UPGMAにより系統樹を作成した(Fig.1-3-5)。サクラは他の品種系

統と遺伝的に遠縁であり、早期に分化したのではないかと推察したコ以上のように

PCR-RFLP分析法は、葉緑体DNAをフロープとしたゲノミックサザンプロット解析法と

同程度、あるいはそれ以上のDNA多型を簡便に供給するものと思われ、多種多系統を扱

う系統分類に有効であると考えられたので第 2章から第 5章の解析に適用したご

摘要
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一般に細胞質遺伝するオルガネラDNAの遺伝的変異を簡便に調査するために特定領

域を増幅してそれらの制限酵素の認識部位の変異を調査する PCR-RFLP分析法を検討し

た。葉緑体DNAにコードされているpsbA遺伝子領域、 rbcしORF106遺伝子問領域、

atpB.rbcL遺伝子問領域、 matK遺伝子領域、また、ミトコンドリアDNAにコードされて

いるmatK遺伝子、及び、cox遺伝子を対象として、これらの領域を増幅するSTSブライマー

を用いて供試材料のゲノッミクDNAを鋳型に6領域の増幅を試みた。葉緑体では、それ

ぞFれpsbA遺伝子・領域で、約1.1kb、 rbcL-ORF 1 06遺伝r問領域で、約3.2kb、atpB.rbcL遺

伝子問領域で約2.1kb、matK遺伝子領域で約1.5kbpの大きさの増幅断片が得られた O

しかし、ミトコンドリアでは、 mat.rについては増幅断片が検出きれなかった、また、

cox IIについては複数の増幅断片が検出されたため、分析には使用しなかったコ得られ

た4種類の増幅産物の断片長は系統問で全て相同で、欠損挿入などの変異は認められな

かった。このため増幅産物を 12種類の制限酵素で、これを処理し、各酵素の認識部位の有

無を調査した。多型の出現頻度は4塩基認識制限酵素が高く、また構造遺伝子内領域よ

りもイントロンを含む遺伝子問領域の方が高かった士

以上のことから、 PCR.RFLP分析法は、葉緑体DNAをフロープとしたゲノミックサ

ザンプロット解析法と同程度、あるいはそれ以上のDNA多型を簡便に供給するものと思

われ、多種多系統を扱う系統分類に有効であると考えられたて
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Table 1・3-1.Material plants for PCR-RFLP analysis 

No. Varlety name !.r芭 Sclentlftc na町官

1 N副也ou Murne P. mume 
1 Hel'll'a Aprlcot P. armeniaca 
3 Manzaemon Plum P. man1，lumon 
4 Hakutou Peach P. purica 
5 Almond哩5124 Almond P. amygdalus 
11 Chlnese bush cherry Chrrry P.lomen加sa

7 担巴leon Cherry P. avium 

Table 1・3-2.Sequences of STS primers 

No. Gene Orllln Se午Jences( 5' -3' ) 

psbA εpDNA ATGACTGCAATTTTAGAGAGACG 

psbA cpDNA CATTACGTTCATGCATAAt~TCC 

rbcL εpDNA ATGTCACCACAAACAGAA，¥('T AAAGC AAGT 

4 ORFI011 εpDNA ACTACAGATCTCATACTACCCC 

5 atpB cpDNA CCAT(アTGTAGCACTCATAGC

‘rbcL cpDNA TTGTAACGATCAAGACT 

matK-AF cpDNA CTATATCCACTTATCTTTCAGGAGT 

matK-8R εpDNA AAAGTTCTAGCACAAGAAAGTCGA 

matl m江)NA GAAGGATCCGACAAAAGTACGA 

1・mat2 mtDNA TGGTCGACAATCGTTCGGACTT 

11 c01l2El mtDNA GGGT A TT AGTAGATCCAGCCAT 

11 cOllRl mtDNA τCATCGGAACTGTTATAGTCCG 

Table 1・3-3.Restriction enzymes and 10x buffer 

Type 

4b田 e叩 tter

5b皿 eεutter

IIb副 ecutter 

Enzyme 10 x burT町

AbI I ~f 

Htu! 凹 再f

Hlta I ?ルI

Msp I 1¥1 

Nla 田 九f

Rsa I M 

Hinf 1 H 

Scrf I H 

Mbo s L 

Eco RI H 

Eco RV H 

Sau 3M 1¥-1 

• Hbu宵er; hlKh bufTer 
Mbu何回・;mrdlum buffer 

L buffer ; 10'11' bu官官

Table 1・3日4.Composition of restriction enzymebuffers 

Component Hllh bufTrr Mrdlum burTer Lo'll' bufTer 

Trls-HCI (pH 7.5) 50mM 10mM 10m'l 

MgCh lOmM 10m¥l 10m¥l 

DIU・lothreltol 1m、f 1m'¥{ 1m" 

NaCI IOOmM  50町1."1
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23 
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22 

20 
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腔h企 Prln世 r1 

+1 ~ .... ・ー

rbcL-ORFI06 

....:+1008 

Primrr 2 

PrIn世r3

+1 :・ー )' rpl23 0RF133 

一物m磁~m----mト4~
rbcL 

ORFI06 

;+277 
--.， 

P内最r4

atpB・rbcL
Pr卸lrr5

matK 

mat-r 

coxII 

Primer 7 

~ 
+52 

rbcL 

協錫路傍~
:+242 

....・

窃窃努窃fØ!æ.窃~ヨ
matK 

白-・~+1784 

+1506 
4咽1-'
Primer8 

一唱~初級協~銘←
:+3182 

，-・ー+331 
ー官招括協~抱擁沼

4・←
Prirner 8 

mw.:窃路局留窃窃招at
: +3182 

Prirner 10 

Fig.l・3・1.Illustration of annealing sites for 4 sets of 
STS primers. 
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Fig.l・3・2.DN A fingerprints of representative varieties. 1 ; 
'Nankou'(mume)，2 ;‘Heiwa'(apricot)， 3 ;‘Manzaemon' 
(plum)，4; 'Hakutou'(peach)， 5 ; Almond 85124 (a1mond)， 
6 ; Chinese bush cherry (cherry) and 7 ;‘Napolωn' 
(cherry). A; psbA， B; rbcl-ORFI06， C; atpB・rbcLand 
D; matK. M; Hin d sI digested lambda DNA. 

A B C D 

3.0 kbp 

1.0Kbp 

Fig.l・3・3.Southern hybridization with rice chloroplast DNA 
fragment probe. A; B-7 (4.9kbp) for psbA， B; P・14
(1.8kbp) for rbcl-ORFI06， C; Pl・1(7.5kbp) for 

atpB・rbcLand D; E・10(2.4 kbp) for matK. 
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Fig.l・3-4.RFLP P鮒 ternobtained from Eco RV digl倒 i叩 ofrbcL・ORFI60regi叩.

M : Hin d 111 digl剖 edlambda DNA. 

Tablel・3回5. Genetic distance betw関白伺chgr叩 pclassitled叩 theba誕 ofRFLPs

Code Group and varietiy name 1 2 3 4 

-

且

今

a
'
J

Gr倒 pA

Hakutou 

Almond 85124 

o.ω12 0 

o.ω11 0.0168 

0.0154 

4Napo蜘 n

Gr側 pA: Nank側， Heiwa， 

Mam阻.em叩， Chir自国ebush cherry 

o.制15

Ge配ticdistance 

Naokou 

Hejwa 

Manza佃 00

Chloese bush chen-y 

Almood 85124 

HaJu卸u

Napo加盟

。

Fig.l・3-5.Phylogenetic tr関 C個 structedby UPGMA. 
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第2章

第2章 スモモ亜属の系統分類

第 i節 ウメの系統分類

1-1 的

ウメの品種分類はこれまで、形態的特性(Illql、1936、hlll.示谷、 1971、¥"0山 lda. 

Yamaoishi、1988)、交雑和合性(吉町、 1975)、アイソザイム分析(青木、 1972、土}j、

1983、氏家、 1991)などにより行われ、実梅は大きく小梅、 tfl梅、大梅、存梅の4群に

分類されてきた。また、豊後などの系統はアンズとの白然交雑により生じたのではない

かといわれており、実梅の中には交配育種によりアンズの形質がみられる品種がしばし

ばみられる。ウメは栽培の歴史が古く、形態的には識別が難しい同名異品種や異名同品

種が存在し、育種を進める上で混乱を生じている。このため、品種の識別、同定が要求

されるが、アイソザイム分析では、近縁な品種間の識別は困難である c WlIllamsら

(1990)が開発したRAPD分析法は近縁な品種問においても十分なマーカーを供給するの

で、品種の識別が可能であると考えられる m また、実梅と花梅の類縁性、ウメとアンズ

の類縁性、台湾に分布するウメと日本で栽倍されているウメとの類縁性に関する十分な

知見は、これまで得られていなし~そこで、 RAPD分析法と PCR-RFLP法によりウメの

品種識別と類縁関係を検討する O

材料及び方法

1 ).材料

果樹試験場千代田岡場で収集、保存している 53dhf-ι 育成中のウメとアンズの種間

雑種5系統、及び対照品種のアンズ2品種を採取した(Table2， 1-1).: 代表的な品種の花、

果実、核の形状をFig.2-1-1に示した。

2 ).方法

材料の中から小梅群、中梅群、大梅群、杏梅群に属する品種を選び、対照品種を加

え、それぞれの群について検討した o RAPD分析法は第l章第1節の方法に、また、

PCR-RFLP法は第 l章第3節の方法に従った。但し、 PCR-RFLP分析では、 Table1-3-1 

に示すNJamと Sau3AIを除く 10種類の酵素を使用したと

結 果

1 ).小梅・台湾梅品種群の分類

小梅及び台湾梅に属する 12品種と、対照品種を4品種選ぴ(Table2-1・2)、36種類の

ブライマー(ブライマー番号;1， 2， 3， 4， 9， 14守 18，21. 22. 23. 27， 41. 42. 43，44， 46. 

49，55， 56，64，67，68，70， 77， 78， 81. 83. 86. 86. 88.92. 182， 183， 184， 186. 187)を

用いて分類を試みた。再現性のある 60個のRAPDsが得られ、これらの品種間では最低

で8個、最高で、31個のRAPDsを検出し、全ての品種の識別が可能で、あった。クラスター

分析によりデンドログラムをまた、数量化理論第3類、により散布!司を作成した(Fig.
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2-1-2)。第1及び第2成分の寄与率はが~40%であった r デンドログラムは、小梅と台湾梅

の2グループに分類された、散布凶も同様に小梅のクラスターと台湾栴のクラスターの2

群が形成されていることが確認できた。対照品種の‘豊後'は両図においてもこれら 2

群と類似度が低かった。 18の‘硬枝青梅'は散布閃において‘豊後'と同様に 2群と離

れてプロットされた。

2 )_中梅品種群の分類

中梅品種群では11品種と対照の5品種を選ぴ、(Table2-1-3)、31種類、のフライマ一(フ

ライマ一番号;1， 8， 16， 18，21. 23. 24，26.27.36. 43.51. 52. 53， 60. 61. 64.65.67， 

76， 77， 85， 87. 88， 91. 94， 96， 183， 184， 185. 186)を用いて分析を行ったの再現性の

ある48個のRAPDsが得られ、これらの品種間では最低で0個、最高で321岡のRAPDを検

出した。 ‘室谷'、 ‘稲積'、 ‘藤之梅'は相互の識別が不可能であったコクラスター

分析によりデンドログラムを、また、数量化理論第3類により散布図を作成した(Flg

2-1-3)。第1及び第2成分の寄与率は約42%で、 IJ、梅・台湾梅I111f章一群と同科!支であった

デンドログラムは大きく北陸地方のウメ品種群と和歌山県を中心としたウメ品種群の2

群に分類された。しかし、これらの差は大きくなく、散布図においてはグルーフ問の識

別は不可能であった。花梅である 14の‘冬至'は他のI111種と大きく離れてフロットきれ

た。 24の‘台湾野生梅'と 14の‘冬至'などクラスター分析の結果と異なる傾向が見

られた。

3 ).大梅品種群の分類

大梅品種群では12品種と対照の 4品種を選び、(Tabel2・1-4)、28種類のフライマー(フ

ライマ一番号;9，14. 21. 22， 44. 45. 46. 47. 48. 51. 52. 56. 58. 60， 68. 75. 76， 81， 

83， 84， 91， 92， 94， 95， 96， 97， 184. 186)を用いて、分析を行ったで再現性のある 55伺

のRAPDsが得られ、これらの品種間で、は最低で、0↑問、最高で、381聞のRAPDsを検出した(表

16)。 ‘古城'と‘小向'、 ‘鈴木['-1' と‘太平'の品種間では相 lf.の識別は不可能で

あったが、その他の品種については識別が可能であったコクラスター分析によりデンド

ログラムを、また、数量化理論第3類により散布図を作成した(Fig.2-1-6)っ第1及び第2

成分の寄与率は約60%とかなり高い値を示したっデンドログラムは‘古城'を代表とす

るグループと ‘花香実'を代表とするグルーフの 2つのグ jレーフに分類きれた J 散布図

においても同様に2グjレーブに分けることができ、 62f城'のグ]レーフの類似性が高かっ

た。対照品種である46の‘高田梅'は両図において、クラスターを形成せず、これらの

グループと類似性が低かった。

4 ).杏梅品種群の分類

杏梅品種群について12品種と対照の4品種を選び、(Table2-1-5)、19種類のブライマー

(プライマ一番号;5， 10， 21， 22，41. 46. 47， 56.60.62. 68. 75. 79. 73. 8-L 95， 91. 96. 

93 )を用いて分類を行った。再現性のある 31伺のRAPDsが得られ、これらの品種間で

は最低で01問、最高で、21個のRAPDsを検出したう大梅I日1種ー群の分類結果と同様に‘鈴木

白'と‘太平'の品種間では相互の識別は不可能であったごその他の品種・系統につい

ては全て識別が可能であったのアンズとウメの種間交雑種であるA:M系統は雑種第1代に

おいて相互の識別が可能であったごクラスター分析によりデンドログラムを、また、数
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量化理論第3類により散布図を作成した(Fig.2-1-7)c 第1及び第2成分の寄与率は約49%

と小梅、中梅群より少し高い値を示したn デンドログラムは豊後系統のグループとアン

ズ系ウメのグループの2つのグループに分類された‘散布図においては、 49と50の‘豊

後， 2系統と人工交雑種AM系統がクラスターを組み、これを rl1心に他の系統がプロット

された。 ‘麦黄準杏'が‘地蔵梅'の近傍にプロットされた〉

5)葉緑体DNAの特定領域を用いた PCR-RFLP分析

葉緑体DNAにコードされるpsbA、rbcL.ORF106、atpB-rbcLの3種類の領域につい

て10種類の制限酵素認識部位について調査したところ、全ての品種・系統聞において全

く変異が検出されなかった(Datanot shown)っ

考察

1 ).小梅・台湾梅品種群の分類

小梅-台湾梅品種は日本の小梅品種と台湾の品種に大別された。両者は比較的形態

的に類似しているため、近縁であると予想されたが、結果は異なり、相互の類似性は低

かった。このため、日本のウメは台湾のウメとは交雑することなく発達したのではない

かと推察した。また、対照品種の‘豊後'はこれら両グループと類似性が極めて低くかっ

たが、これは小梅はアンズの形質の移入を受けず、純粋なウメであるという報告(吉田・

京谷、 1971)を支持するものと考えられたc デンドログラムでは台湾悔のクラスターに

属していた18の‘硬枝青梅'は散布図において両クラスターと離れてフロットきれた。

第1及び、第2成分の寄与率が約40%で、あったため、 2次元配置の散布図に変換する際、デー

タ欠知、あるいは歪みにより、これらの差が生じたのではないかと推察したケ

2 ).中梅品種群の分類

相互に識別できなかった‘室谷'、 ‘稲積'、 ‘藤之梅'は形態的にも非常に類似

しており、 DNAの増幅バンドパターンも相同であったことから、これらは、異名同品種

の可能性が高いと考えられた O デンドログラムは大きく北陸地方のウメ品種群と和歌山

県を中心としたウメ品種群の2群に分類されたが、これらのクラスター問の差異は少な

く、変異が連続しているように考えられた〉これらの品積群は改良品種が含まれ、変異

の不連続性がないものと推察された。花梅である 14の‘冬至'は他の品種と大きく離れ

てプロットされた。 24の‘台湾野生梅'や 14の‘冬至'などクラスター分析の結果と

異なる傾向が見られたが、これらは前述のようにデータ欠知、あるいは歪みにより、生

じたのではないかと推察した。 ‘冬至'を除く他の花梅はそれぞれ別々に実梅とクラス

ターを組んでいるので、ウメの栽培歴史を考慮すると、両者は類縁性が高く、花梅から

生じた実梅が多く存在しているのではないかと推察した?

3 ).大梅品種群の分類

中梅品種群と同様に‘古城'と‘小向'、 ‘鈴木 f~r と‘太平'の品極問で、は相互

の識別は不可能であった。これらは、形態的に相圧の識別が困難であり、異名同品種の

可能性が高いと考えられた。その他の品種については相互の識別が可能であったσ 第1

及び第2成分の寄与率は約60%と高く、外的基準をもたないRAPD分析のデータにおいて

は、かなり信頼性の高い散布図であると考えられたごデンドログラムではト出城'を代
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表とするグループは類似性が比較的高く、花梅である‘花香実'はこれらの品種と異なっ

たロ対照品種である46の‘高田梅'は大きく大梅品種群と異なった。 ‘高間梅'はFig.

2.1.7のデンドログラムでアンズとクラスターを組んでいることからもこの非類似度の

高きが推定される。

4).杏梅品種群の分類

異なるPCR反応で、実験を行ったが、 ‘鈴木白'と ‘太平'の品種間では大梅品種群

の結果と同様に相互の識別は不可能であった。その他の品種-系統については全て識別

が可能であった。特に、雑種第1代である、アンズとウメの種間交雑種である AM系統に

おいて相互の識別が可能であったことから、 RAPD分析法の識別能力と、 Flで、分離が頻

繁にみられるウメのゲノムのヘテロ接合性の高きが確認できた司クラスター分析により

デンドログラムを、また、数量化理論第3類により散布図を作成した結果、供試した

‘豊後， 2系統は類似性が高く、人工交雑種AM系統と非常に近いクラスターを形成した

ことから、豊後がウメとアンズの自然交雑種である説を証明するものと考えられた lコ

‘麦黄準杏'が‘地蔵梅'の近傍にフロットされたがこれらは、前述のようにデータ欠

如、あるいは歪みにより、生じたのではないかと推察したc

5)葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR.RFLP分析

種内、種聞 ともに、 RFLPが検出できなかった=これらの品種・系統は非常に近

縁で、得られた結果は予想通りのものであった。 rbcL.ORF106遺伝子問領域は非常に変

異が高い領域と報告されているが(Arnoldら、 1991)、このように、種内変異を調査する

には、種内変異が多いとされるミトコンドリア特定領域を調査するか、あるいはLong

PCRにより増幅したより長い領域を調査する必要があると考えられた士

以上のように、異名同品種の可能性が高いと考えられる品種以外については全て識

別が可能であった。アイソザイム分析で識別できなかった品種についても RAPD分析で

は識別ができた。 RAPD分析はブライマーの塩基配列を変えるだけで、容易に異なる

DNA多型を供給することができるので、酵素ごとに染色法を変える必要があるアイソザ

イム分析法よりも簡便に分析が行えると考えられるつこのため、ウメの品種識別に

RAPD分析法が有効であると考えられたc RAPD分析で得られた多型の中身について塩

基配列を決定してホモロジー検索をしなければ、由来不明なままであるが、カンキツで

は、識別マーカーのうち、偶然にレトロボゾンが座乗していることが明らかにされてい

る例もある(大村ら、 1995)。このように、有用と考えられるマーカーについて、塩基配

列を決定し、 STS化を図れば、連鎖解析や品種同定などの遺伝子診断に有効なマーカー

を供給できると，思われる。

ウメとアンズは比較的近縁で、ゲノムの類似性においても小梅から杏梅と変異が連

続していると考えられる。また、花梅と実梅は比較的近縁で、諸特性から見て中梅品種

群、大梅品種群、杏梅品種群のいずれかに属するものと思われる。以上の分類結果を考

慮すると、実梅は以下の7つの品種群に分類されたσ1)台湾梅品種群、 2)小梅品種群、 3)

中梅品種群、 4)大梅品種群(白花)、 5)大梅品種群(紅花)、 6)杏梅品種群、 7)李梅品種群。

ウメは同亜属のスモモ、アンズと遺伝的に近縁で李梅や豊後などの自然交雑種と考えら

れている系統が存在している O 特に、アンズとウメは近縁であり、現在のウメの品種は
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アンズの遺伝的影響を受けているものが少なくないと思われる O

摘 要

供試材料のウメをあらかじめ4品種群に大別し、品種群ごとに分類を行ったむ /J、梅
からアンズ系のウメに近づくつれて遺伝的多様性が増し、品種群のゲノムの類似性が低

下した。台湾系のウメは小梅、中梅、アンズ系のウメと遺伝的に遠縁で現在の日本のウ

メは独自の発達体系を有するものと考えられたc ‘室谷'、 ‘稲積'と‘藤之梅'、古

城'と‘小向'、 ‘鈴木白'と‘太平'の品種問ではDNA多型は検出できず、これらの

品種は形態的特性も極めて類似していることから、異名同品種ではないかと推察された。

花梅は実梅と遺伝的特性は近いと考えられ、諸特性から見て中梅品種群、大梅品種群、

杏梅品種群のいずれかに属するものと思われる c 葉緑体DNAにコードきれる psbA、

rbcL-ORFI06、atpB-rbcLの3種類の領域について12種類の制限酵素認識部位について調

査した。全ての品種・系統聞において全く変異が検出できず、これらの領域の保存性は

高いものと推察された。以上の分類結果を考慮すると、実梅は以下の7つの品種群に分

類された。 1)台湾梅品種群、 2)小梅品種群、 3)中梅品種群、 4)大梅品種群((17旬、 5)大梅

品種群(紅花)、 6)杏梅品種群、 7)李梅品種群。ウメは同亜属のスモモ、アンズと遺伝的に

近縁で李梅や豊後などの自然交雑種と考えられている系統が存在しているう特に、アン

ズとウメは近縁であり、現在のウメの品種はアンズの遺伝的影響を受けているものが少

なくないと思われる。
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Table 2・1・1.Mume  varieties for RAPD and PCR-RFLP analyses 
Code Varieties Spedes OrigIn 

Nankou P‘ mun世 Sl<b." Zuεe W曲・yama

z Smnomoun官 P. mume S除b.et Zu('c w・kayama

3 GoJI同 U P.mu~ Sleb." ZUtt Wak町開祖

• RlnshJu P. mume Sltb." Zuεε lInkown 

5 Rlu剛 uko胴 e P. mume Sleb." Zu<<. Sqan。

6 8enl蝿曲t P. mume S除b..1 Zu<< Fukul 

7 O.田h也h箇 P. mume S桂b."Zu<< t:nl<own 

ー

Kensakl P. mume SI.b." Zu<< Fukul 

' Oonl掴由1X Rlukyoukoumo P. mume Sleb. 0' Zu<< Fukul 

10 Orlhln世 P. mume Sleb." Zu<c Salh冒祖

11 Koum. P. mume Sleb..1 Zu<< llnkown 

12 Ko田hl凹 hlnkou P. mume Sl<b. .1 Zu<< "ara 

13 Koushl由副曾hou P.mume Sl<b..1 Zu<< ~8r. 

14 T副naumeX K刷..hltl.副shou P.mulM  Sl<b. .1 Zu<< ITRS 

15 Tamaume P. mume Slob." Zu<< Sara 

16 Ko田hl幽 uJ肱u P. mume Sleb. .， Zu<< ~ar. 

17 01Dt1叫剖nllo)X K。田川田uJlku P. mUmL  Sleh. .1 Zu<<. ITRS 

111 Vlnl-2h同t仲間.1 P. mume Sl<h. .1 ZUtt Talwan 

19 R凶作曲t倒'I1n司m叫 P. mu間 Sl<h." ZUtt Talwan 

20 Vlan-首叫-mol P. mUml! Sleh." Zuεε Talwan 

21 T・1..・nun世 86061 P.mUmL  Sl<b." ZUtt T副w・n

22 T.lw副・ume86060 P. mUmL  S怜b.et Zucc. T.I..an 

23 Q1"I-lo，唱・mel r. mUIfIE SI.b..1 Zuεc Talwan 

24 Tal..an yasol umo P. mume SI.b. .， ZUtt Talw副、

25 Vakushl umo P. mume Sl<b. .， Zu<< Waknama 

26 K副rYouuchJd・umo P. murr官 S陸b."Zuεε 、町akay.ma

27 Jlznu un冒 P. mUml! Sleb..1 Zu<< Wak町'・ma

28 Muroya P. mume SI.h. .t Zu<< Toyama 

29 Tounoume P.mUmL  ヨ除b.tt Zuc(' 1電hlk....

30 In.zuml P.mume Sieb. ft ZUC'(， To，"副na

31 Jlurou P. mume Sl<b." Zu<< Kana軍."・

32 Sanhr. P.mu"，首 Sleb..1 Zu<t t.'nkown 

3J 1田町.bal P.mume Sl<b. fl Zu<< Lnkown 

34 T。吋t P. mutM Sl<b..t ZU<< l'nknwn 

35 Ka.由。ub副 P. mutM Sl<h." Zuεε !onkown 

36 Koub副 P.mume Sl<b." Zu<< t:nkown 

37 ShJrokqa P. mUml! Sleb. .， Zu<< l'nkown 

38 Ballou P. mutM S除b..tZU<ε Tol，y。

39 Gyokuol P. mume Sleb..， ZUtt Tok、・0

40 S略tla P. mUml! Sleb." Zu<< Kanqaw. 

41 Natsuka P.mutM Sleb." ZU<< A1thJ 

42 ShJ町柚sukoun官 P. munw Sl<b..t Zu<< l'nkn...n 

43 Komukal P. mutM Sleb." Zu<t Vnko..n 

44 Vourou P. mutM SI.b. .1 Zu<< Wakavama 

45 Hanak.n叫 P.mume Si.h..' ZUtt l;nkown 

46 Takadaum. P. mume Sleb..t ZU<< l'nkown 

47 ShJrokaga P. mume Sleb." ZUtt To句・。

48 T・lhol F‘mume Sleh." ZUtt l'nko....n 

49 8unl剖剖nlll<) P. mutM Sleb..l ZUtt t:nko..n 

50 8un!!叫doubl.) P. mutM SI.b..l Zu目 l'nkown 

51 Solyoubal p， mutM Sleb..t ZUtt Hokk副勘

52 IshJkawa ou町叫U町時 P. mume Sleb." Zucc l.hJka"a 

53 Suzukl.hlro P. mUtM Slob. 01 Zu<< Toky・0

54 A骨12-1 P. Qrm~，.師団 X mumt ITRS 

55 AM2-1 P. Dr明開師団 x mume ITRS 

56 AM2・4 P. armen白rD 質問um~ ITRS 

57 AM4・3 P.Drm伺 師 団 x mU1rU ITRS 

511 MAI-2 P. mutM x armen臼CD ITRS 

59 Maトhuu唱・zhuan-xlng r. or明，n曲 四

60 HeI"a P. Drmm臼CD

A島U-I，2，4:H~lwa X J¥zou m 

AM4・3:MaJ-hwu唱-mun-対ngX .Jlzou ume 

恥lAI・2: Shlrokaga X 1I~lwa 

FTRS : FruJt Tre~ Rr居留chStation 
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A-3 

B-2 

C-l C-2 C-3 C圃4 C-5 

Fig.l・1・1.Flowers and fruits of representative mume cultivars. 
A・1:‘Riukyoukoume' A・2: 'Kankoubai'， A・3:‘Bungo' ， 
B・1:‘Riukyoukoume'， B・2:‘Nankou'.Stone sbapes of 
small fruit mume (C・l)，mediumufruit mume (C・2andC・3)，
Large fruit mume (C・4)，and apricot・mumehybrid (C・5).
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M 10 5 1112 13 14 15 16 17 49 18 19 2021 22 23 

Fig.2・1・2.DNA fingerprint amplified from genomic DNA ofsmall fruit mumes 
and Taiwan mumes by primer 21. M indicates Pst 1 digested lambda DNA. 

M 1 2S 26 27 8 28 29 30 6 31 32 33 24 34 3S 36 

Fig.2・1・3.DNA fingerprint amplified from genomic DNA of medium fruit 
mumes by primer 9. M indicates Pst 1 digested Jambda DNA. 
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Table2・1・2.Dissimilarity index among “small fruit mume" group 
No. Cult1wr name 10 5 11 12 13 14 15 

10 Orihlme .27 .30 .30 .27 .26 .35 

S Rlukyoukoume .27 .23 .22 .30 .38 

11 Koume .27 .15 .37 .35 

12 Koushlushinkou .15 .27 .35 

13 Koushlusaishou .28ι。

16 17 49 18 19 10 11 

27 .37 .35 .38 .38 .43 .43 

27 .37 .38 .40 .37 .4043 

27 .30 .35 .43 .43 .47 .47 

27 .30 .48 .43 .40 .40 .37 

18 .32 .37 .42 .45 .45 .42 

12 23 

38 .42 

28 .35 

42 .45 

.38 .42 

37 .47 

14 Tam副 nneX Kou!lhiu!J.i~hou. .15 .27 .37 .38 .37 .33 .40 .33 .38 .35 

38 .42 37 35 35 .42 35 .43 37 

23 .38 .40 .40 .47 .37 .42 .42 

15 .50 .47 .47 .47 .45 .45 

IS Tan‘aume* 
16 Ko田 hluoujlku

17 Bungo X Ko山 hluoujlku*

49 Bungo (slngle)* 

18 YIng-:du-qln-mel A刊ra~.

19 R幽 n.zIu-qIn-mel Max 

20 YI圃 2・:du-mel Min 

21 Taiwan ume 86061 

22 Taiw岨1ume 86060 

n Qin.g-gon.g-mel 
* Conlrol cult¥var 

48 .45 .52 .51 .50 .50 
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島13738 3940 4142 3 43 15 44 45 4 46 5348 27 

Fig. 2-1-4. DNA fingerprint amplified from genomic DNA oflarge fruit mumes 
by primer 21. M indicates Pst 1 digested lambda DNA. 

M 49 50 51 S3 48 S2 46 47 27 59 60 54 5S 56 57 S8 

Fig.2・1・5.DNA fingerprint amplified from genomic DNA of apricot-mume 
hybrids by primer 22. M indicates Pst 1 digested lambda DNA. 
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第 2節 アンズの系統分類

目的

アンズはP.armeni aca しを中心に、近縁種のP.mandshurica Koehne、P.si bi rica L.、

及びP.brigantina Vill.などの種から構成さている c 主に P.armeniaca L.が栽培品種とし

て利用きれ、ユーラシア大陸に広く分布している c また、 P.mandshurica Koehne、P.

sibirica L.、及びP.brigantina Vill.などの近縁野生種は耐寒性、耐病性をもつため、育

種素材として着目されている(Bailey. Hough、1975)。これまで菊池(1948)、Bailey. 

Hough(1975)、及びfYoshida. Yamanishi(1988)などは形態的、生態的特牲によりアンズ

の分類を行ってきた。 Bailey. Hough(1975)は花色、開花時期などの差異から、大きく

ヨーロッパアンズと中国東部のアンズに分け、それぞれ、 P.armeniacaとP.ansu~こ大別

し、さらにヨーロッパ、中央アジア、中国北部、イランーコーカサス、ズンガ)レザイリ、

中国東部などの6つの生態型に分類している C 日本アンズはこの東中国のグ jレーフに属

し、その分布地域はウメと隣接しているため、発達過程においてウメの遺伝子移入があっ

たと考えられる品種が多くみられる η このため、田中(1936)、麓(1972)、吉田ら

(1971)、青木ら (1972)は、ウメとアンズの類縁関係を形態的特性やアイソ

ザイム分析で調査し、ウメ系アンズ、アンズ系ウメの存在を示している乙

しかしながら、これらの方法では品種レベ Jレでの識別は困難で、非常に近

縁なこれら品種の類縁関係を明らかにできなし E こそこで、 RAPD分析法と葉緑

体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP法により、アンズと近縁野生種を中心に遺伝的変

異を調査し、これまで分類されてきたアンズとこれら品種・系統の類縁性を検討する C

材料及び方法

1 ).材料

農林水産省果樹試験場千代田園場で収集、保存きれているアンズ35品種・系統を供

試した(Table2-2-1)。代表的な特性の形態をFig.2-2-1に示したコ

2).方法

RAPD分析法は第1章第1節の方法に、また、 PCR-RFLP1法は第 l章第3節の方法に従

い、アンズの系統分類を行った。但し、 PCR-RFLP分析では、 Table1-3-1に示すNlam 
と Sau3AIを除く 10種類の酵素を使用した。

結 果

1).RAPD分析法によるアンズの系統分類

アンズの35品種・系統をRAPD分析法により、 18種類のフライマー(フライマ一番号

41，42， 44，46， 48，59. 60.68. 75.77. 79，89， 101. 120. 163.165. 184. 211)を用い

て分類を行った。各ブライマーにより、 RAPDハターンが異なり、 IffI種・系統に特異的

な増幅断片が見られた(Fig.2・2-2)0 18種類のフライマーによって再現性のある 58本の

RAPDsが得られた。最高で、 ‘Goldcot' と‘アルハインフラム ，(P. briganti na)問、
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‘梅桃杏'と‘アルパインブラム'問、 ‘信州大実'と‘アルパインブラム'間でそれ

ぞれ38本のRAPDsが検出され、特に‘アルパインフラム'と‘山杏， (Siberian apricot ; 

P. sibirica)は他のアンズと類似性が低かった (Table 2-2-2)。 ‘Hajihaliloulu' と

‘Hasanbay' では異なるバンドを検出することができなかった。これらのRAPDsの非共

有バンドの距離行列をもとに、クラスター分析によりデンドログラムを作成した(Fig.

2-2-3)。デンドログラムは主に中国西部からヨーロッパに分布している系統で構成され

る“西方グループ"と、日本と中国東部に栽培きれているアンズ品種によって構成され

る“東方グループ"の2群に大別された。 ‘ア)レハインフラム'、 ‘111杏'、 ‘』一木'
1--t:-l 

(Ren-xing)、 ‘白杏， (Bai-xing)の4つの系統はこの2グJレーフとクラスターを形成せず、

他のアンズと類似性が低かった。 “西方グループ"は、 ‘Hajihaliloulu' 、 ‘Hasanbay' 、

‘Tilton' 、 ‘Blenheim' 、 ‘Early Orange' 、 ‘Alexander' などのヨーロッパアンズ

と中国西部に分布する‘麦黄準杏'、ヒマラヤ西部で採取したネパー jレアンズの2系統

から構成されていた。 “東方グループ"は、本実験に供試した全ての日本アンズと中国

アンズの‘梅桃杏'と‘李小杏'から構成されていた c 両グルーフにおいて、低次での

クラスタリングしているものは形態的に類似している品種間で、行われていると考えられ

た。供試した中国アンズ4品種は、別々に“西方グループ"と“東方グループ"に分類

され、相互の類似性は低かった。

クラスター分析では、高次でクラスターを形成したグループ聞の類縁関係が不明確

であったため、数量化理論第3類により、第一成分、第二成分をもとに二次元配置で散

布図を作成した。第1及び第2成分の寄与率は約40%であったが、デンドログラムと類似

した結果が得られた。散布図でも同禄に供試材料は大きく 2グループに分類でき、 ‘ア

ルパインプラム'、 ‘111杏'、 ‘仁杏'、 ‘白杏'の4つの系統はこの2つのグjレーブと

離れてプロットされた。相互の類似性は低く、中国アンズは相互の類似性が低く、それ

ぞれ別々のグループにプロットされた。

2 ).葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP分析法によるアンズの系統分類

葉緑体DNAにコードされるpsbA、rbcL-ORF106、atpB-rbcLの3種類の領域について

12種類の制限酵素認識部位について調査したところ、 atpB-rbcL遺伝子問領域の

H j nf 1の認識部位で‘アルパインブラム'に変異がみられ、また、 psbA遺伝子領

域の R5a 1の認識部位で‘llJ杏'に変異がみられた(Fig.2-2-5、及び、Fig.2-2-6)。こ

れらの多型は種間で得られたものだけで、 3種類の領域と制限酵素の組み合わせで

は、他の供試材料が全て相同なバンドパターンを示し、 P. armeniaca の

種内変異は認められなかったり

考察

l).RAPD分析法によるアンズの系統分類

本実験で検出されたRAPDsは野生積と栽培種との問で検出されたものが多く、栽培

品種内では DNA多型の出現頻度はあまり高くなかったっトルコの栽培品種の

‘ Hajihaliloulu' と‘ Hasanbay' は形態的特性も JI~常に類似しており、また 18種類のフ

ライマーで得られたRAPDハターンは全て相同であったごこれらの品種はウメと同様に
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異名同品種の可能性が高く、さらに多くのブライマーを別いて検討する必要がある。こ

れら2品種を除く他の系統については相互の識別が可能であり、アンズの品種識別にお

いてRAPD分析法が有効であると推察きれたの

供試材料はは“西方グループ"と“東方グ Jレーフ"の2群に大別でき、構成してい

る品種の地理的分布と一致した。 BaileyとHough(1975)らはアンズを 6つのグループに分

類したが、 DNAレベルではこのような分類を行えるほどの明確な差異は認められなかっ

た。菊池(1948)は中国に分布するアンズは形態的に変異が大きく、アンズの原産は中国

であると述べており、 DNAレベjレにおいても、中国アンズの変異の大ききは認められたo

‘仁杏'はl房当たりの花数が2-3と形態的にアンズとスモモの種間雑種ではないかと推

定される品種であり、また、 'UI杏'は低木で果実は小きく、モウコアンズとも

呼ばれる野生種で、これらの系統は、中国アンズの変異を拡大している原因と

考えられた。以上のことから、アンズの原産は中国であるという説は否定できず、開花

期や花色で分類されたヨーロッパアンズと中国東部のアンズは中国のアンズを考慮する

と、それらの変異が連続しているものと推察きれたc 日本のアンズにもヨーロッハアン

ズと類似しているものも存在し、有意な不連続性が認められなつかたので、これらを P.

armemacaとP.ansuに分類する必要はないと考えられたコ BvrneとLittleton(1989)はアイ

ソザイム分析によりヨーロッパアンズは近交交配集団であり、イランーコーカサスと中

央アジアのアンズを異系交配集団と述べているが、中国西部を境界として分類した“西

方グループ"と“東方グループ"それぞれのグ jレーブ内の類似度の走には有意性が認め

られなかった。しかしながら、 ‘イ二杏'や‘小笠原'などスモモやウメとの種間雑種と

考えられる品種・系統が多く存在し、東アジアのアンズは異系交配集団であると推察き

れた。

2 ).葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP分析法によるアンズの系統分類

‘アルパインプラム'と‘山杏'に特異的なRFLPが得られたが、これらは全て種

問で得られたもので、これらは系統進化学的に予期できるものであった。栽培

アンズの葉緑体DNAは比較的高い保存性を持っと報告されている (Kaneko

et al.. 1986)0 Uematsuらは (1991) ‘山形 3号'と‘Blenheim' の葉緑体

DNAでRFLPを検出し、日本のアンズとヨーロッパのアンズでは分化がみ

られていると報告しているのしかしながら、前述のように形態的特性や生

態的特性に有意な不連続性は認められず、栽培アンズを P.armeniacaとP.ansu 

に分類するための十分な証拠となるデータであるとは考えられない:また、西方アンズ

と東方アンズは交雑和合性が高く、雑種後代の花粉の稔性も高いと報告されている(吉

田ら、 1975)ことからも、あえて両者を別の種に分ける必要はないさ

以上のことから、供試した 35品種系統のアンズは大きく“両方グループ"

と“東方グループ"の2グルーフに分類できたご近縁野生種の‘アルハインフラム' と

'UI杏'はこれらと類縁性は低かった。中国アンズは遺伝的変異が大きいものと推察き

れ、これはアンズの中国起源説を支持するものと考えられたニ

摘要
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RAPD及び葉緑体DNAの特定領域を用いた PCR-RFLPにより、日本ア

ンズを中心に代表的な 35品種・系統の系統分類を試みた。形態的に非常に

類似した ‘Hajihaliloulu' と‘Hasanbav' 以外の品種・系統については相互の識別が

可能であり、 RAPD分析法がアンズの品種識別に有効であることが確かめられたc 各品

種間で検出された RAPDsをもとにクラスター分析と数量化理論第三類を用

いてデータの解析を行った O 本実験で供試した P. armeniacaの品種・系統

は中国西部からヨーロッパにかけて分布する“西方品種群.. (A)と中国東部、

日本などに分布する“東方品種群.. (B)の2群に大別された。近縁野生種の

P. sibiricaとP. brigantina 、中閏の‘ [~J 杏'と‘仁杏'はこれらの群に

属さなかった D 中国の品種は A群及びB群の両方に属しており、遺伝的変異

が大きいものと推察した O

葉緑体DNAにコードされるpsbA、rbcL-ORF 106、atpB-rbcLの3種類の領域について

PCR-RFLP法によりアンズ 35品種・系統の葉緑体 DNAを調査した。 P.

armeniacaの種内変異は全く認められず、 P.armeniacaとP. brigantina 、

及ぴP. sibiricaとの種問で DNA多型が検出されたコこれらは進化学的に予

期できるもので、アンズの葉緑体DNAの保存性は高いと推察きれたっ
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Table 2・2・1.Apricot varieties for RAPD and PCR-RFLP analyses 

Code Varieties Species Origin 

Siberian apricot P.Slbirica China 

2 Hajihalilou1u P.anlleniaca Turkey 

3 Hasanbay P.anlleniaca Turkey 

4 Tilton P.anlleniaca Europe 

5 Goldcot P.armeniaca CSA 

6 Blenheim P.αnlleniaca Euro戸

7 I-Iarcot P.armeniaca Canada 

8 Early Orange P.αnllemacα Europe 

9 Alexander P.anlleniaca Rw¥sia 

IO Mei-tao-xing P.αnllemacα China 

II I-liroshima koanzu P.anlleniaca Hiroshima 

12 Mochi anzu P.armeniaca Hiroshima 

13 Kyoudai maru P.arllleniaca Nagano 

14 Mai-huang-zhlm-xing P.αnl/ell1aca China 

15 Bai-xing P.anl1eniaca China 

16 Shimizugou P.anlleniaca ~agano 

17 shinshiu olUlli P.anlleniaca :、:agano
18 Ren-xing P.arllleniaca China 

19 Koushiu oumi P.αrmeniaca Yamanashi 

20 Niigata ourni P.llnlleniaca う~igata

21 Jinshirou P.anlleniaca Nagano 

22 I-Ieiwa P.anlleniaca l¥'agano 

23 Yamagata3 P.amlenI，ぽ G '{amagata 

24 Ogasawara P.anlleni町 G Aomori 

25 Akita ourni P.αnllt'maca Akita 

26 Wase olUlli P.anlleniaca Akita 

27 Li-zi-xing P.anlleniaca China 

28 Alpine plum P.briganlina Alpm 

29 恥lame-anzu P.armeniaca ~agano 

30 Takanomanjiu P.armenIaca Nagano 

31 Mikarunomo P.llnlleniaca Nagano 

32 Aomorisan anzu P.σnllemllCll Aomori 

33 N odokuk1.Jri P.σnllemaca Nagano 

34 Nepal a戸cotNO.85247 P.αr1lleniaca Nepal 

35 Nepa1 apricot NO.85260 P.anlleniaca ト:epal
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A 
1 2 

3 

B 
1 2 3 4 5 

Fig.2・2・1.Representative morphological cbaracteristics of 
apricots. A indicated fruits and t1ower. 1 : fruits of 

Japanese apricot， 2 : fruits of European apricot and 3 : 
f10wer of European apricot. B indicated stone shapes. 1 : 
apricot-mume hybrid， 2 : Japanese apricot， 3 : Chinese 
apricot， 4: bybrid apricot between Japanese and European， 
5 : European apricot • 
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2 Hajihaliloulu 
3 Hasanbay 
9 Alexander 
34 Nepal apricot No. 85247 
14恥1ai・huang-zhun-xing
4 Tilton 
6 81enheim 
5 Goldcot 
7 Harcot 
8 Early Orange 
35 Nepal apricot No. 85260 
12恥10chianzu
19 Koushiu oumi 
22 Heiwa 
26 Wase oumi 
27 Li-zi-xing 
20 Niigata oumi 
10九世ei-tao・xing
23 Yamagata 3 
11 Hiroshima koanzu 
21 Jinshirou 

31 Mikan momo 
16 Shimizugou 
13 Kyoudai maru 
29 Mame anzu 
240gasawara 
33 Nodokukuri 
17 Shinshiu oumi 
30 Takanomanjiu 
25 Akita oumi 
32 Aomorisan anzu 
18 Ren-xing 
15 8ai-xing 
1 Siberian apricot 
28 Alpine plum 

第2章

。 10 20 30 40 
(DifTerent band number) 

Fig.2・2・3.Dendrogram of 35 apricot varieties by cluster 
analysis using group average method. 
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2 Y Axis 

“Eastern group" 
(B) 

“Western group" / 
.22 ・27 、.10 (A) 

-296etpaa引a匝、 .33 ~~・ 1 ・21~ 日・13 ・23.3 
2 

.17 .21 
.7 

1-11 .5 。 -.25 X .9 
.31 

.35 
Axis 

.32 

J 
.15 

¥ ¥・s ノ

.18 

Ren-Xing 

.1 
Siberian apricot 

.28 
Alpine plum 

-7 
-3 。 5 

Fig. 2-2-4. Scattergram of 35 apricot varieties by quantification 
method of the third type. Every material plant was plotted 
according to each principal component score. X axis : first 
component， Y axis : second component. 
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14151617 18 19 20 21 2223 24 2526 2728 29 3031 32 333435 

Fig.2・2・5.RFLPs of rbcL-ORFI06 regions amplified 
from genomic DNA of 35 apricot varieties digested 
by HinfI. M indicated Hin d m digested lambda 
DNA. 

型
一
伽

|rbcL-ORFI06 1 
HinfI 

Others P. sibirica Others P.brigantina 

-- ------- --・圃・・・・ ----
Fig.2・2・6.RFLP patterns obtained in this experiment. 

P. sibirica and P. brigantina indicates DNA 
polymorphisms in each region. 
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第 3節 スモモの系統分類

目的

スモモは東アジア系、ヨーロッハ系、北アメリカ系の3群に大別きれ、この中で果

樹として栽培きれているものは、東アジア原産のニホンスモモ(P.sa/icina Lindl.)、西ア

ジアからヨーロッパ原産のヨーロッハスモモ(P.domestica L.、 P. insititia し)である

(Hedrick、1911)。スモモには染色体数が2n=16、32、48の倍数体があり、ニホンスモ

モ系は2倍体、ヨーロッパスモモ系は6倍休である(Weinberger、1975)。この 6倍体は、

4倍体のスピノーサスモモ(P. spinosa L.)と 2倍体のミロバランスモモ(P.cerasifera Ehrh) 

との種間交雑に由来するといわれている(Crane. Lawrence、1952)ョ現在のニホンスモ

モの中には、 Burbankがニホンスモモにミロバランスモモ、サイモンスモモ(P.simOl】11

Carr.)、アメリカナスモモ(P.americana Marsh.)など数種のスモモやアンズを交雑して育

成した品種が存在しているQones、1928)が、これらは親品種の不明なものが多いしまた

スモモには自家和合性のものと自家不和合性のものが混在しており、さらに同盟属のウ

メ、アンズと遺伝的に近縁で自然条件下においても相互の交雑が可能である。このよう

にスモモには種数が多く、育種背景も不明な点があり、さらに分布範囲も幅広いために

系統・品種分類が困難である O スモモの系統分類学的研究はこれまで主に形態的特性や

GDH、MDHやPGMなどのアイソザイム分析(Parfittら、 1985、Byrneら、 1988)によって

行われてきた。しかし、これらのマーカーは環境的要凶の影響を受けることや近縁な品

種聞において識別能力が低いことなどの欠点が挙げられ、育種研究において更に進んだ

技術が要望きれている O そこで、 RAPD分析法、葉緑体の特定領域を用いたPCR-RFLP

分析法、アイソザイム分析法を用いて、スモモ品種-系統の類縁関係を検討する D

材料及び方法

1 ).材料

農林水産省果樹試験場千代田閉場にて収集・保存きれているスモモ42品種と、長野

県果樹試験場で栽植されているユスラウメ (P.tomentosaThunb.) 1系統と‘ホワイトブラ

ム'を採集し、実験に供試した。 RAPD分析、及びPCR-RFLP分析に供試した42品種・

系統はTable2-3-1、アイソザイム分析に供試した11品種・系統はTable2.3.2に示した。

2).方法

RAPD分析、及びPCR-RFLP分析は第 l章第 l節、及び、第2節の方法に従った。

PCR.RFLP分析では、 Table1-3-1に示すNla田と Sau3AIを除く 10種類の酵素を使用し

た口パーオキシデース(E.C.1.11.1.7:POX)アイソザイムの分析方法は以下のとおりであ

る。

1 ).酵素の抽出

採集した生葉19に、 5mlのflU11¥ i夜と、 0.01gのpolyvinylpolypyrol idone(PVPP)を加え、

予冷した乳鉢を4
0Cに保ち、少量の石英砂とともに麿砕した。抽出液の調整は、 Rooseと

Gottlieb(1980)の処方を改変したMartinez-ZapaterとOliver(1984)の処方に従った。抽出液

は、 0.014M 2-mercaptoethanolと10% glycerolを合む 0.1M Tris-HCl (pH 7.3)である。

-68-



第2章

磨砕物は、 4.C、12，000rpmで、15分間遠心分離にかけた O そして、この上澄み液をア

イソザイム分析の試料とした。

2 ).電気泳動

電気泳動は、不連続バッファーシステムによるホリアクリ Jレアミドゲ)レ(PAGE)を使

用した Hosakaら(1985)の方法に従ったの分離ゲル(85x 70 x 1)は7.5%、濃縮ゲ jレ(85x 
10X 1)は3.75%のものを用いた。各ゲルを作成するために、保存液A，B， C， D， E(Table 

2-3'3)を準備した o 分離ゲ jレは、保存用溶液A，Cと蒸留水の混合液(A:C:distilled 

H20=1:2:5) 10 mlにN，N，N¥N'-tetramethylethylenediamine (TEMED) 1μ 1.過硫酸アンモ

ニウム(APS)15 mgを加え撹枠し、直ちにゲル作成板に注入した。 n-プタノー jレを重層

し、 25.C、2.5-3.0時間で重合させた。次に、濃縮ゲルは、保存用溶液B，D， Eと蒸情水

の混合液(B:D:E:distilledH20=1:2: 1:4) 5 mlを分離ゲ jレの上部に注入し、サンプルコウム

を入れ、 n-プ、タノー Jレを重層し、約30分で重合させた。

分析する酵素によって注入する試料の量は異なり、各ウエ jレには10μlずつ注入し

た。陽極と陰極の電極液には、 Tris-glycine (pH 8.6， 0.6g Tris， 2.88 g glycine / 1，000 

ml)を使用し、フロントマーカーとして bromophenolblue (BPB)を使用したコただし、

MDHとGPIの場合には、分離ゲ)レ、濃縮ゲル、電極液に 0.0012 M disodi um 

ethylenediamine tetraacetate (2Na-EDTA)を添加した。泳動は、 4.C、200V一定で行い、

フロントマーカーが分離ゲjレから流出し始めた時点で終了したっ

3).染色

パーオキシデースの染色方法は、 YamamotoとMomotani(1971)の処方をー部改変し

た Hosakaら(1985)の方、法に従った。染色液は、 0.84ml酢酸に100mg o-dianisidineを溶

かし、 70mlの冷えた蒸留水で希釈し、よく撹排した後、冷えた 0.2M酢酸パップアー

(pH 4.9)で100mlにし、最後に、 30%過酸化水素水を2滴加える。染色は、ゲjレを染色

液に浸漬し、 4%で15分間染色液に入れ、シェークした後、 30% J晶画変化水素水を含む

冷えた1115M リン酸バッファー(pH7.0) 100 mlに移し、バンドハターンが見えるまで

室温で、 5-20分間静置した。反応停止は、酢酸を数滴滴下することによって行ったι

結 果

l).RAPD分析法によるスモモの品種-系統分類

スクリーニングによって選抜した34種類のフライマー(ブライマ一番号;16， 21， 

22， 23， 43，44， 45，46， 48， 49， 60， 62，65， 68，69， 70. 73， 77， 83，94， 101， 107， 108， 

113， 137. 152， 153， 159. 163， 164， 168， 171. 172， 184)を用いて分析を行った C ブラ

イマー164で増幅したRAPDパターンをFig.2-3-2に示した。総数で68個の再現性のある

RAPDsが検出された。各系統聞の非共有バンド数を求めると、最小で g牡丹杏'と‘ケ

ルシー'、 ‘チェーアン'と‘トレジデイ'の系統間で相互の差異を示す増幅DNA断片

は検出できなかった。最大で‘マチレイ'と 6グロー'で29個のRAPDsが検出された

(Table 2-3-4 )。その他の品種・系統においては相互の識別が可能であった(， ‘ソルダム'

の枝変り品種である‘レートソルダム'及び‘晩生ソ}レダム'と校変りの元親である

‘ソ jレダム'とは相互に識別が可能であった口
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これらのデータをもとに各系統聞の非共有バンドの距離行列を求め、群平均化法に

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.2-3-3)。デンドログラムは

ニホンスモモのグループとヨーロッパスモモのグループに大別された。更に、バンドの

差異が10本でクラスターを形成しているグjレーフを次にまとめた 3

A) ‘牡丹杏‘フォーモサ'、 B) ‘フロンテイア‘七郎'

C) ‘レートソルダム‘サルタン'、 0) ‘82055黄柑李‘花螺李

E) ‘マチレイ‘メスレイ'、 F) ‘チェーアン‘サンジュリアン A'

G) ‘神産キ~'‘サンブルーン'

A、B、Cグループはニホンスモモ品種群で、純粋のニホンスモモとそれをもとに改良

された品種で成り立っている。 Dグループは台湾スモモ品種群、Eグループはニホンスモ

モとミロバランスモモの種間雑種群(P.salicinaX P.ce日 sifera)、Fグループはヨーロッハ

スモモ品種群、 Gグループは 2、 4、 6倍休の倍数体が混在するグ jレーブとなった。

‘ス台'、 ‘マリチマ， (別名;ピーチスモモ)、 ‘グロー'はこれら7つのクラスター

に属さず、遺伝的変異の大きい種であった c

数量化理論第 3類により成分を 2個抽出し、二次元配置で散布図を作成した(Fig

2-3-4)。第1及び第2成分の寄与率は約 30%とかなり低い債を示したう ‘マリチマ' と

‘グロー'は他のスモモと類似性が低く、かなり離れた位置，にプロットきれたの供試材

料はデンドログラムと同様にニホンスモモとヨーロッハスモモの 2群に大別されたが、

これら両グループを明瞭に区別することは難しく、様々な種、あるいは交配種が入り組

んでいた。ニホンスモモは変異が大きく、台湾系スモモである‘黄柑李82055' や‘花

堺、李'は日本在来のスモモと異なるクラスターを形成した。

2)_Peroxidaseアイソザイム分析による倍数体の類縁関係の推定

倍数体の類縁関係を調査するために、 PO~アイソザイムを調査した結果、 1-Vの 5

本のバンドが検出された(Fig.2-3-5/ 2-3-6)コバンドEはスヒノーサスモモとユスラウメ

(Chinese bush cherry)に、バンドEはユスラウメにのみ特異的に存在し、これらの2品種は

他品種と異なるバンドパターンを示した ο バンドIVは全品種に共通であった。得られた

アイソザイムパターンを検討した結果、これら 11品種はA-Fの6グループに分類されたc

A) ‘クリコンダムソン， (6x)、 ‘ミロノてラン373-1-1' (2x)、

‘ミロパラン420-2-2' (2x)、 ‘米桃， (2x) 

B) ‘スタンレー， (6x)、 ‘ピクトリア， (6x) 

c) ‘メスレー， (2x)、 ‘ホワイトプラム， (2 x) 

D) スピノーサスモモ(4x)

E) ユスラウメ(2x)

F) ‘花螺李， (2x) 

B グルーフO~iP.domesticaのみから成立し、 P.cerasi feraの2品種は同じλグルーフに属し

た。スピノーサスモモ、ユスラウメ、 ， ;fE堺、李'はそれぞ、れ独立したグjレーブを形成し

た。 POXによる分類はRAPD分析の分類結果と矛盾せず、ニホンスモモ系3品種は全て異

なるグループに属し、変異の大きい種であった。

3).葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RF'LP分析による遺伝的変異の推定
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葉緑体にコードきれている psbA遺伝子、 rbcL-ORF106遺伝子間領域、及び

atpB-rbcL遺伝子問領域を増幅し、 10種類の制限醇素についてこれらの増幅断片におけ

る認識部位の有無を調査したり 30通りの組み合わせで多引を示したものは、 psbA遺伝

子領域のMboII処理で、 ‘スピノーサスモモ'に、 rbcL-ORF 106遺伝子領域間のAJuI処

理で‘花螺李'に、 rbcしORF106遺伝子領域聞のEcoRV処理で‘マリチマ(別名:ピー

チスモモ)，と‘グロー， (Fig. 2-3-7)にみられただけである。他のブライマーと制限酵

素の組み合わせでは、供試した261fr11種・系統のスモモ全てが同じRFLPハターンを示す

結果となった(Fig.2-3-8)。

考 察

l)_RAPD分析法によるスモモの品種・系統分類

‘ケルシー'と‘牡丹杏'、 ‘トレジデイ'と‘チェーアン li' 、形態的に非常に

類似しており、また分析の結果、 RAPDパターンが相同でこれらの品種の識別が不可能

であった。 RAPD分析法により ‘ソルダム'の晩生枝変り品種である‘レートソ}レダム'

と‘晩生ソルダム'など枝変り品種を識別することができたごこのことを考慮すると、

識別できなかった品種については異名同品種で、ある可能性が強いと考えられたっこれら

の品種を除いて他の全てについて相万一の識別が可能であったため、 RAPD分析法がスモ

モの品種識別に有効であると推察されたぞ

デンドログラムと散布図ではヨーロツパスモモとニホンスモモに大別できたが、台

湾スモモを含めニホンスモモの変異が大きいため、散布図において変異の連続性が確認

できた。これはBurbankが育成した種問雑種個体により、この現象が生じていると考え

られた口 ‘黄柑李'と‘花堺、李'などの台湾スモモはニホンスモモと類似性が高いと予

想していたが、純粋なニホンスモモと類似性はあまり高くないため、台湾スモモはニホ

ンスモモと交雑することなく独自に発達したものと推察された。 ‘メキシコブラム84'

と‘メキシコブラムオータム'は品種名が類似しているがゲノムの類似度は低く、両者

は品種の育成過程においてあまり関わりのないものと思われる。アメリカスモモの‘グ

ロー'と‘ピーチスモモ'はヨーロッパスモモやニホンスモモと極めて類似性が低く、

アメリカスモモの発達過程はこれらのスモモと関連なく、独自に分化してきたものと推

察した。来歴不明の‘ス台'はヨーロッパスモモ群に分類され、ミロバランスモモに類

似していると推察した O

Gグループは 6倍体の‘クリコンダムソン ，(P.insititia)と‘サンブルーン'

(P.domestica)、4倍体のスピノーサスモモ (P.spi nosa)、 2倍体のミロバランスモモ

(P.cerasI fera)が混在しているが、これらの品種において比較的類似性はみられたが、

RAPD分析による分類の基本概念は広義のゲノムの類似性に基づいているため、これら

のデータだ:~t で、はCrane と Lawrenceの倍数体仮説を卜分考察することはできなかった O

2).Peroxidaseアイソザイム分析による倍数体の類縁関係の推定

ノtーオキシデース以外に、リンゴ陵脱水素酵素(E.C.1.1.1.37:MDH)、エステレース

(E.C.3.1.1.1;EST)、フォスフォグルコムテース(E.C.5.4.2.2:PGM)、グルコースリン酸イ

ソメレース(EC.5.3.1.9; PGI)の酵素について予備的に検討したが、酵素活性が低い、あ
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るいは酵素が失活してしまったため、全品種の明瞭なバンドパターンが検tHされず、品

種分類に適用することができなかった。 Prunus属では、種あるいは品種の分類にアイ

ソザイムマーカーが利用されているの Arusekarら(1986)はモモ290品種についてデンプ

ンゲルを用い、リンゴ酸脱水素酵素(MDH)のアイソザイム分析を行ったところ、そのザ

イモグラムはI、II、皿のグループに分類きオL、田のグループは6品種のみから成り、この6品種

は全て中国原産の品種であった。また、アミノベブチデース(AAη、グルコースリン陵イソメレー

ス(GP~ ロイシンアミノベブチデースιAP~ フォスフォグルコムテース(pG恥~ 6-ブオスフォグ

)レコン酸脱水素酵素(6-PGD)のアイソザイムパターンでは、モモとアーモンドはかなり異なるこ

とが不された(An凶¥aret al. 1986励。アーモンドでは、 Hauaggeら(198ηがAAT、GPI、LAP、PGM

についてアイソザイム分析を行い、 76品種を40グルーフに分類した。アンズについては、 B戸ne

とLi凶eton(1989)により、 GPI、PGM、6-PGDのアイソザイムパターンから69品種が15グループに

分類された。スモモに関しては、 BymeとLi凶eton(1988)カ'l¥IDH、GPI、LAP、PGM、パーオキシデー

ス問刃、グルタミン酸脱水素酵素(GD刊の6醇素についてデンフンゲル電気泳動、法によるアイソ

ザイム分析を行った結一果、ニホンスモモ29品種は19グルーフに分類きれた。また、 PaJ古住と

At叫剖¥ar(1985)はスモモとモモのGPIとPGMのアイソザイムから、それぞれ異なるバンドノtター

ンを検出し、さらに、この種問雑種は両親のバンドを合わせ持つことからアイソザイム分析に

よりスモモとモモの種問雑種の同定が可能であることを示している。これら4種のPrunus属植

物では、アイソザイムの変異はアーモンド、スモモで大きく、モモはかなり小さく、アンズで

はその中間レベルであることが不された。本実験においても、 2f古体のスモモではアイソザイム

変異が大きいこと古確かめられた。

RAPD分析で、は個体レベルで、識別を行うため、種の特異性を調査する際に、個体差が分析の

妨げとなると考えられた。このため、連鎖マーカーなと染色体の移入などの調査などに用いら

れているアイソザイム分析により、倍数体の発達過程を検討したうこれまでRめmestica、及び

P. insititiaのような6倍体のヨーロッハスモモは、 4倍体のスヒノーサスモモ(P. spi nosa ) 

と2倍体のミロバランスモモ(P.cerasifera )との種間交雑に由来するといわれている

(Crane . Lawrence、1952)06倍休でみられるバンドはミロバランスモモ、あるいはスピノー

サスモモのいずれかに存在し、 CraneとLawrenceの説は否定することは不可能で、あったが、バ

ンドHのドナーとなる種はミロバランスモモ以外でも存在した。 EIγ'Oml間 (1991)はPspin矧×

倍加おョの雑種後代が得lこくいなどの理由から、両者の交雑によって生じた3倍体が倍加して6倍

体かできたとは、考えにくく、得られた3情体あるいは4倍体にサクラカ咳雑し、 6倍体カミ生じた

のではないかと述べている。一方、 EIぞrnin(1985)はスピノーサスモモの核型!を調べ、スピノーサ

スモモはPmicrocarpa C.A Mey.とミロバランスモモの交雑により得られたものではないかと述

べている O この他にも、Salほ剖1970)はスピノーサスモモにはミロバランスモモと相向性の高い

ゲノムがあることを報告し、これはスヒノーサスモモとミロバランスモモにコードされるのNA

の物理地図により確かめられた(Reynders・sa回路、 1991) 対照品種のユスラウメはMσぽeras出

に属しており、比較的問Xパターンも類似しており、スヒノーサの変異はMicrocerasllsによるも

のと推察した。 Pdomf5闘の核型にPmicroca仰の遺伝了移入が認められること、また、スピノー

サスモモにミロバランスモモと相向性の高いゲノムがあることから、これらの見解を述べてい

るが、スピノ}サスモモとミロバランスモモが交雑した後、ぽ音体になる過程が不明のままで、
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このことについては更なる研究が必要であると思われる。

3).葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RF'LP分析による遺伝的変異の推定

PCRでの増幅による断片長の多型が検出できず、ポイントミューテーションを検出

するために、増幅断片を10種類の制限酵素で切断したコ検出された多型のうち、 6塩基

認識の制限酵素EcoRV処理(rbcL-ORF106遺伝子領域間)で得られた‘マリチマ'、 ‘グ

ロー'のRF'LPは、進化学的にこれら2品種が他のスモモと比べて、早期に分化したこと

を示していると考えられる D このことはRAPD分析の結果と同様であった O つiE堺、李'
で検出された変異は単に地理的隔離による特殊化に起因しているのか、あるいはニホン

スモモが東アジア起源ではないのかのどちらかによるものと考えられた n スヒノーサス

モモで変異が認められたことから、 CraneとLawrenceの倍数体仮説がiEしいとすると、

ミロバランスモモが母系でスピノーサスモモが父系であると予想された。この組み合わ

せによる雑種後代についてはあまり、報告がなく今後、研究していく必要がある c 今回

の実験は葉緑体DNAのわずか一部から得られたデータであるために、実験をスケー jレアッ

プして再検討する必要がある D

摘 要

RAPD分析法、葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP法、アイソザイム分析法

により、スモモの品種・系統の類縁関係を検討したと分類を行うために、

RAPD(Random amplified polymorphic DNA)分析法を適用したJ ‘牡丹杏'と‘ケ)レシー'、

‘チェーアン'と‘トレジデイ'の品種間では相互の識別はできなかったが、その他の

品種・系統においては相互の識別が可能であった。 ‘ソ Jレダム'の枝変り品種である

‘レートソルダム'と‘晩生ソルダム'と枝変りの元親である‘ソルダム'は相互に識

別が可能であった。このことはRAPD分析法がスモモの品種識別に有効であることを示

す。また‘牡丹杏'と‘ケルシー'、 ‘チェーアン'と‘トレジデイ'は異名同品種の

可能性が高いと推察された。クラスター分析の結果、 42種類の品種・系統はニホンスモ

モとヨーロッパスモモの2グループに分類されたが、両者には変異の連続性がみられたっ

アメリカスモモの‘グロー'と‘マリチマ'はこれらのスモモと類似性が極めて低かっ

た。

倍数体の類縁関係を解明するために、代表的な種のPOXアイソザイムを調査したc

POXでは5本のバンドI-Vが検出され、バンドHはスビノーサスモモとユスラウメに、バ

ンドEはユスラウメにのみ特異的に存在し、これらの2品種は他品種とはかなり異なるバ

ンドパターンを示した。得られたアイソザイムハターンを検討した結果、これら 11品種

は6グループに分類された。ニホンスモモ系の3品種は全て異なるグJレーブに属し、変異

の大きい種であった。 ‘スタンレー'、 ‘ピクトリア，(Pdomestiα)にみられるバンドはミ

ロバラン373-1-1、ミロバラン20-2-2(Pa-asIぉョ)とスビノーサスモモ(p.spino羽)のいずれかに存在し

た。

3種類の葉緑体DNAにコードされているpsbA遺伝子領域、 rbcしORF106遺伝子問領

域、 atpB-rbcL遺伝子問領域を増幅し、 10種類の制限酵素についてRF'LPの有無を調査し

たo psbA遺伝子領域のMboII処理で、スピノーサスモモに、 rbcL-ORF 1 06遺伝子領域間
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のAJu1処理で‘花堺、李'に、 rbcしORF106遺伝子領域間のEcoRV処理で‘マリチマ'

と‘グロー'にみられた。他のプライマーと制限酵素の組み合わせで、は、供試した26品

種・系統のスモモ全てが同じRFLPパターンを示す結果となった。 ‘マリチマ'と‘グ

ロは他のスモモと比べて、早い時期にに分化したと考えられた。このことは第 l章

のRAPD分析の分類結果と類似していた。本完験で検出したスピノーサスモモの変異は、

CraneとLawrenceの倍数体仮説に基づいて考慮すると、ミロバランスモモは母系でスピ

ノーサスモモは父系であると示唆される。
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Table 2・3・1.Plums used for RAPD and PCR-RFLP analyses 
C倒 le Varieties Origin 

82055 Oukanri P. salicina Taiwan 
2 84506 P. salicina ~epal 

3 Late Santa Rosa P. salicina xワ USA 
4 Frontier P. salicina xつ USA 
5 Fonnosa P. salicina USA 
6 Late Sordum P. salicina Japan 
7 Beauty P. salicina ¥ワ CS:¥ 
8 Sordum P. salicina Japan 
9 Jinsantou P. salicina Japan 

IO Methley Pマ salicina ，，; ceras砕ra SouthAfrica 

11 King P salicina Japan 
12 Yonemomo P. salicina Japan 

13 Karari(Hua-Iuo-li) P. salicina Taj"・an

14 Shichirou P. salicina Japan 
15 Bansei Sordum P. salicina Japan 

16 Manzaemon P. salirina Japan 

17 Nishida P salicina Japan 

18 Koikesumomo P. salicina Japan 

19 Ichinari P salicina Japan 

20 Botankyou P salicina Japan 

21 Kelsey P salicina Japan 

22 Mex. Plum 84 P. salicina Mexico 

23 Matilai P salicina / rer山{針。 SouthAfrica 

24 Mex. Plum Autumn P.‘mlicina 、cerasifera Mexico 

25 Metaeley P. salicina X cerasifera SouthAfrica 

26 Sultan P.salicina USA 

27 Sun Prune P守 domestica Japan 

28 Sudai Unknoll'n Unk:no¥¥'n 

29 Myrobalan 373-1-1 P. cerasifera USA 

30 Myrobalan 420・2-2 P. cerasi針。 USA 

31 Hollywood P pissardi Y、 sa/icina USA 

32 Beach plum P. maritima USA 

33 Spinosa plum P. spinosa Central Asia-Europe 

34 St. Julien A P. insiti1ia Europe 

35 Krikon Damson P. insilitia Europe 

36 Victoria P. domeSlica Europe 

37 Yellow Egg P. domeSlica Europe 

38 Stanley P. domeslica Europe 

39 Glow P.americana >< marifima USA 

40 Chaim P. domestica Europe 

41 Hungarian P. domeslira Europe 

42 Tragedy P. domes1ica Europe 
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Table 2・3・2.Plums uesd for Peroxidase isozyme analysis 

C倒 leVariety Pedigree 

A-l Krikon Damson P. ;nsiriria 

A-2 Myrobalan373-1-1 P.ceras俳ra

A・3 Stanley P. domestica 

A-4 Victoria P. domestica 

A・5 Methley P. salicina x rerasifera 2 

A-6 Yonemomo P. salicilla 2 

A・7 Myrobalan 420・2-2 P. ceras俳ra ~ 

A・8 Spinosa P. spinosa 4 

A-9 Yusuraume P. romelltosa 2 

A-lO White Plum P. salicilla 2 

A-11 Karari (Hua-lou-Ii) P. salicina 2 

Sampling place : C : Fruit Tree Res. Stn. Chiyoda Farm 

N: Nagano Fruit Tree Exp. Stn 

Table 2・3・3.Comp倒 itionof sep町 副onand condensing gel stock solution 

Component A solution B solution C solution D solution 

lNHCI 48ml 48ml 

Tris-HCl 36.6 g 5.98 g 

TEMED 0.23 ml 0.46 ml 

Acrylamide 

BIS 

Riboflavin 

* AIl solution were filled up to 1 (町 mlby aquerious solution 

12.5g 

2.5 g 

29.2 g 

0.8 g 
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5 

Fig.2ふ 1.Morphological characteristics as fruits (A) of 1 : 
Myrobalan 373・1-1，2 :‘Stanley'，3 :‘Cassel man'， 4 : 
St. Julien A and 5: Spinosa plum， and flower(B) and 
stone (C) of plums. 
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Fig.2・3・3.Dendrogram of 42 plum varieties by cluster 
analysis using group average method. 
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Fig.2・3・4.Scattergram of 42 plum varieties by quantification 
method of the third type. Each material was plotted 
according to its principal component score. X-axis : first 
principaI component， Y -axis : second principal component. 
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Fig.2・3・5.Peroxidase (POX) isozyme patterns. 
Arrows indicate polymorphic bands. 
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Arrows indicate polymorphic bands. 
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M 123456789 1011121314151617181920 212223242526272829303132333435363738 39404142M 

Fig.2・3・7.RFLPs of rbcL・ORFI06regions amplified from 
genomic DNA of 42 plum varieties digested by Eco RV. M 
indicates Hin d m digested lambda DNA. 
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Fig.2・3・8.RFLP patterns obtained in this experiment. 
‘Spinosa plum'， 'Karari(Hua・luo・Ii)'，‘Glow' and 
‘Beach plum' indicate polymorphisms in each 
reglons. 
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第2章

第 4節 ウメーアンズ種間雑種の系統分類

目的

ウメ とアンズは遺伝的に近縁で、両者が混在して栽培される我が国で

は、 ‘豊後'のように、相互の自然交雑により生じたと考えられる雑種系統

が多数存在 している。これまでアンズの形質がみられる大梅と杏梅に属す

る品種については、麓(1972)や青木ら(1972)が核型分析やアイソザイム分

析などを行い、形態的特性ではアンズに類似しているが、種子タンパクや

アイソザイムの泳動パターンなどを調べるとウメに特異的な形質を持って

いると述べている O そこで、ウメとアンズの交雑により育成された人工種

間 雑 種 と自然交雑種と考えられるこれらの系統を供試して、ゲノムの類似

性を比較し、雑種系統がウメとアンズの交雑により誕生したものであるか

否かを検討する。

材料及び方法

1 ). 材 料

農林水産省果樹試験場千代田園場で収集・保存きれているウメ 8品種とアンズ、5品種、

それに育成中のウメとアンズの人工交雑種7系統を供試し t-.:(Table2-4-1)，:これらの形

態的特性及ぴ生態的特性をTable 2角 4-2に、花、果実、及び核の形態写真を

Fig.2-4-1とFig.2-4-2に示した C

2 ). 方法

第1章第1節の方法に従い、 RAPD分析を行った ο 形態と生態の特性調査は農林水産

省の品種特性調査法に従った。

結 果

1 ).ウメ・アンズ雑種個体の形態的、生態的特性

ウメ、アンズと両者の雑種と思われる品種を供試し、葉身とたく葉の形状、花色、

開花期、花粉稔性、果肉色、核の粘離、核の形状などを古聞が調査したので、その結果

をTable2-4-2に示した口ウメは開花期が早く、アンズは晩いc 雑種と恩われる品種は中

間の時期に開花し、 花粉の稔性が低かった。純粋なウメは葉身の形状は細長く、たく

葉は万型を示す。これに対してアンズは葉身の形状はまるく、たく葉は掌状を示し、雑

種品種と思われるものは両者の中聞を示した。花弁の色はウメは白色で、東アジア系の

アンズは淡桃色を示すものが普通であるの大梅や脊梅といわれる品種には淡桃色を示す

ものが多かった。果肉色はウメは黄緑、アンズは黄から樺色を示す。核と果肉の離れ具

合は、ウメは粘核で離れにくく、アンズは離核で離れやすい。ウメの形質を含むアンズ

はりj、笠原'は中間の半離核である c 核表面の模棟は、ウメは点状で浅く、滑らかだが

果実が大粒で、アンズの形質を含むものは刻が深く、粗で、杏梅といわれるグループは

特に刻が深かった。アンズは-般にあわ粒状でベド滑だが、ウメの形質を含む‘小笠原'

などは表面の刻は網目状で深く、和であった。このように、ウメとアンズは形態的、生
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態的に差異が認められたが、中間の性質を示すものがあり、変異は連続していたの

2 ).ウメーアンズ雑種個体の遺伝的特性

第2章

24種類のプライマー(ブライマ一番号;39， 42， 45， 46， 48， 52， 57， 59， 60， 65， 68， 

75， 77， 79， 101， 108， 145， 152， 163， 164， 168， 172， 184， 197， )を用いてRAPD分析法

により、ウメ、アンズ、と雑種個体を調査したのブライマー69と77により作成した電

気泳動図をそれぞれFig.2-4-3、及び、Fig.2-4-4に示したろ総数71個のRAPDsを検出す

ることができ、最も少ないもので、 ‘平和'と‘甲州大実'の問の5個、最高で、 ‘麦

黄準杏'と人工雑種‘AM1-11' の聞の52個、のRAPDsを検出した(Table2-4-3)。ウメ

に分類されている‘高田梅'はウメよりアンズと類似性が高く、第2章第1節で得られた

結果と一致した。また、アンズの‘平和' とウメの‘地蔵梅'とを交雑して育成した人

工雑種、 ‘AM2-1' 、 ‘AM2-2' 、 ‘AM2-4' は、相互の識別が可能であった。

上記の各品種・系統聞の非共有バンド数のデータを基にクラスター分析を行い、デ

ンドログラムを作成した (Fig.2-4-5) ごデンドログラムはアンズとウメの2つのグルー

プに大別された。アンズグループでは、 ‘高田梅'がこのグルーフに属し、ウメとアン

ズの雑種と推定される‘小笠原'や日本アンズの‘平和'などが、このグループに分類

された。第2章第2節の結果と同様に、これらのグループ内では中国アンズの‘麦黄準杏'

とヨーロッパアンズの‘プレンハイム'が、また、日本アンズの‘平和' と‘qlリj、f十|ト‘

がクラス夕一を形成した O 人工交雑により作成したAM2とAr..13の種間雑種系統と自然

交雑種‘豊後'の2系統と‘西洋梅'は、同じクラスターを形成した司

数量化理論第3類により、散布図を作成した結果、第1及び第2成分の寄与率が約46

%と全分散の半分を占めた。(Fig.2-4-6)。この図では‘甲州最小'や‘地蔵梅'のよう

な純粋な小梅から‘小笠原'や‘平和'などの日本アンズまで比較的連続的な変異がみ

られた。ヨーロッパアンズの‘プレンハイム'や中国アンズの‘麦黄準杏'はこれら、

日本在来のアンズやウメと類似性が低く、離れた位置にフロットきれた 3 デンドログラ

ムと同様に、 AM2とAM3の系統は‘西洋梅'や‘豊後'と同じグ)レーブを形成したっ

‘高田梅'はこれらの杏梅よりもきらに日本アンズのグループに近いところにプロット

きれた。

考察

1.ウメーアンズ雑種個体の形態的、生態的特性

種間雑種は一般的に、花粉の稔性が低下する。両親の形態や生態の特性に差異がみ

られる場合、雑種後代ではその特性に変異がみられる。 ‘西洋梅'、 ‘豊後， (平塚)、

‘高田梅'、などのウメとアンズの種間雑種と推定きれる品種は花粉の稔性が低く、葉

や核の形状、果実の大きさ、核の粘離に基本となる種と異なっていることが確かめられ

た。特に、花粉の稔性、果実の大きさ、葉形指数、核の形状(Fig.2-4-2)などは連続的な

変異がみられた。人工交雑したAMとfvlA系統についてはあまり、調査できなかったが、

このように」部の形態的、生態的特竹についてはウメから、アンズにかけて変異の連続

性がみられた。

2.).ウメーアンズ雑種個体の遺伝的特性
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ウメ、アンズ及びウメとアンズの人工交雑系統と自然交雑品種と考えられる系統の

ゲノムの類似性を比較した結果、 ‘豊後'、 ‘西洋梅'、 ‘高田梅'は人工交雑系統と

類似性が高かった。散布図の累積寄与率は約46%となり、この値は数量化理論第3類、の

分析において、かなり信頼できる数値であると考えられる C これまでの経験で、雑種の

系統はその両親の中間地点にクラスターを形成する傾向がみられ、 ‘豊後'、 ‘西洋梅'

はAM2とAM3の系統が形成したクラスターにフロットされている? ‘高田梅'や人工

交雑系統については形態的特性が卜分調杏できていないが、土師ら(1993)はスモモ現属

の花柄の長さを調査し、それらは、比較的、種特異的であり、 ‘高凹梅'はアンズのグ

ループに属していると報告した。 RAPD分析でも同じ結果が得られているので、 ‘高田

梅'はアンズ系のウメというよりは、ウメ系アンズではないかと推察きれたn

‘豊後'の2系統と‘西洋梅'は、人工雑種のAMの5系統とともに、ヴメのグ jレー

ブ内でサプグループを形成している。 ‘豊後'と‘西洋梅'は枝が太く、花が桃色で、

‘豊後'の久留米系統と‘西洋梅'はたく葉が掌型であるなどアンズに似た形質を多く

持っているが、形態的な特性はウメにより近いものであるつしかし、花粉稔性が低いこ

とから考えても、ウメとアンズの自然交雑種であると推察きれたc

麓(1972)は種子タンパクの、アイソザイム分析で‘豊後'の泳動パターンはウメに

類似していることを述べている O ‘豊後'などの雑種系統はウメとアンズの交雑により

派生したものと考えられたが、母系の推定は不明であるため、細胞質に関する研究が必

要であると思われた。対照品種として供試したその他のアンズ、ウメの栽培品種は本章

第 l節、及び第2節で得られた結果と矛盾せず、ウメとアンズの種間雑種にはヨーロッ

パアンズは関与していないと推察きれた。

摘 要

‘豊後'などウメとアンズの自然交雑種と考えられている系統と人工交雑で得られ

た系統について形態的・生態的特性を調査し、またそれらのゲノムの類似度をRAPD分

析法により比較した。

開花期、花色、葉形指数、花粉の稔性、核の粘離、核の性状など形態及び生態的特

性を調査した結果、これらの系統で変異が認められた ι 果実の大きさと核の形状につい

ては、ウメからアンズにかけて連続した変異がみられた。

RAPD分析の結果、 ‘豊後'と‘西洋梅'は人工交雑系統のAfvlと類似度が高く、デ

ンドログラム、散布図で1つのクラスターを形成した。 ‘高田梅'は日本のアンズと類

似性が高く、供試した品種-系統では最もアンズの景簿を受けているものと考えられた。

ヨーロッパアンズと中国アンズはこれらの系統と類似性が低く、交雑には関与してい

ないものと推察された。以上のことより、 ‘豊後'などの雑種系統はウメとアンズの交

雑により派生したものと考えられた 4
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第2章

Table 2・4・1.Material plants for RAPD analysis 

Code Cultivars & hybrlds Speci回

1 Koushiusaishou P. mume 

2 jizouume P. mume 

3 Shirokaga P.mume 

4 Taihei P.mume 

5 Bungo(Hiratsuka) P. mume 

6 Bungo(Kurume) P.mume 

7 Seiyoubai P. mume 

8 Takadaume P. mume 

9 MA1-2 P. mume x armeniaca 

10 AM1-11 P.armeniaca x m 11 m e 

11 AM2・1 P.armeniaca x m u m e 

12 AM2・2 P.armeniaca x m u m e 

13 AM2・4 P.armeniaca x m u m e 

14 AM3・1 P.armeniaca x m u m e 

15 AM4・3 P.armeniaca x m u m e 

16 Og錨 awara P. armeniaca 

17 Heiwa P. armeniaca 

18 Koushiuoumi P. armeniaca 

19 Mai・huang-zhun-xing P. armeniaca 

20 Blenheim P. armen如何

MA1= Shirokaga X Heiwa 

AM1= Koushiuoumi x jizouume 

AM2= Heiwa x jizouume 

AM3= Ogasaw町 axjizouume

AM4= Mai-huang-zhun-xing x jizouume 
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A-l A-2 A-3 A-4 

開-

. 

B-l B-2 B-3 B-4 

Fig.2・4・1.Morphological characteristics of mume， apricot and 
their hybrids. A・1: flower of ‘Jizouume' ， A・2:flower of ‘Bungo'， 
A・3: flower of AM・2，A -4 : flower of‘Satsuki'. B・1:fruit of‘ 
Ryukyoukoume'， B・2: fruit of‘Bungo'， B・3: fruit of 
‘Takadaume'， and fruit of B・4:'Heiwa'. 
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第2章

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314151617181920 

Fig.2・4・3.DNA flngerprint ampli白edfrom genomic DNA of mumes， 
apricots and their hybrids by primer 60. M indicates Hin dm digested 
lambda DNA. 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11121314151617181920 

Fig.2・4・4.DNA flngerprint amplifled from genomic DNA of mumes， 
apricots and their hybrids by primer 77. M indicates Hin dm digested 
lambda DNA. 
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Fig.2・4-5.Dendrogram of material plants by cluster 
analysis using group average method. 
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Fig.2・4-6.Scattergram by quantification of the third 
type. Each material was plotted according to its 
principal component score. X axis : first principal 
component， Y axis : second principal component. 
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第2章

第 5節 スモモーアンズ及びスモモーウメ種間雑種の系統分類

目的

‘李梅'、 ‘仁杏， (Ren-xing)、 ‘梅桃杏'、は形態的にみてウメ、スモモ、アンズ

の自然交雑種ではないかといわれている(上林、 1927、吉田、 1987)。果樹試験場の育種

計画においても、スモモ亜属内での種間交雑が試みられ、すももうめ中間母本農 l号の

‘PM1-1' 及び同2号の‘PM1-4' などの系統が育成きれている(京谷ら、 1988)。この

ようにスモモ、アンズ、ウメは遺伝的に近縁であり、自然条件下でも卜分に交雑が可能

であると考えられるので、 ‘李梅'、 ‘仁杏'、 ‘梅桃杏'は種間交雑により派生した

ものではないかと推定きれる。そこで、人工交雑により得られたPM系統、及びPA系統

とこれら自然交樹重と思われる 3品種の形態的、生態的特性、及び遺伝的特't'tを調査し、

どのような親植物から由来したかを検討するわ

材料及び方法

1 )_材料

農林水産省果樹試験場千代田閉場にて収集・保存きれているウメ 3品種、スモモ2品

種、アンズ4品種、それに育成中のスモモとウメの種間雑種6系統、スモモとアンズの種

間雑種5系統の葉を採集し、実験に供試した(Table2-5-1)ー
2).方法

第1章第1節の方法に従ってRAPD分析を行った。形態と生態の特性調査は農林水産

省の品種特性調査法に従った。

結 果

1 ).‘李梅'、 ‘仁杏'、及び‘梅桃杏'の形態的特性、生態的特性

スモモとウメの自然交雑による品種といわれる‘李梅'と両者を人工交雑して育成

したPM系統、スモモとアンズの自然交雑によるものといわれる‘仁杏'、 ‘梅桃杏'

と両者を人工交雑して育成したPA系統を供試した。葉形、 11't房tfJの花数、花弁の色、

開花期、花粉稔性、果皮の毛じ、果肉色、核の粘離、核の形状などを吉田が調査したの

で、その結果をTable2-5-2に示したむスモモとヴメの花は白色、アンズの花は桃色であ

る。 l花房中の花数はスモモは2----3花、ウメとアンズは l花である o PM系統と‘李梅'

は1花房中1----3花と変異があり、花弁はいずれも白色であった o PA系統と ‘仁杏'は1

花房中1から3花と変異があり花弁は紅色から淡桃色を示したが、 ‘梅桃杏'はl花房中

1花で、花弁の色も濃桃色を呈した。スモモ、ウメ、アンズの親品種は高い花粉稔性を

示したが、 PM系統と‘李梅'はいずれも花粉の稔性が低く、 PA系統も‘PA2-16' を除

き、稔性の低いものが多かった。

果皮の毛じはウメとアンズは有毛、スモモは無毛である。 PM系統と‘李梅'、 PA

系統と‘仁杏'、 ‘梅桃杏'はいずれも有毛であったうしかし ‘仁杏'は毛じが矩く、

発生密度は極めて少ない。果肉と核の離れやすさはスモモとウメが粘枝、アンズが離核

である。 PM系統と‘李梅'はいずれも粘核であり、離核を示したのは，3ll.和'、 ‘甲
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州大実'と‘PA3-1' だけであった。 ‘仁杏'は粘核、 ‘梅桃杏'は半粘核を示した D

核表面の紋様はスモモは平滑、ウメは点状で浅く、アンズはあわ状で滑らかである。し

かし、ウメとアンズの種間雑種といわれている ‘豊後'と同じように、 PM系統と‘李

梅'は核の刻が深く、粗であった。形態的特性からみて‘李梅'はスモモとウメの両方

の形質を有しており、 ‘仁杏' もスモモとアンズの両方の形質を有していた。 ‘梅桃杏'

は形態的特性と生態的特性だけでは識別が難しかった。

2). ‘李梅'、 ‘仁杏'、及び‘梅桃杏'の遺伝的特性

‘李梅'、 ‘仁杏'、 ‘梅桃杏'と人工交雑で得られたPM、PA両系統のRAPDパ

ターンを比較し、その遺伝的背景を15種類のブライマーを用いて検討した。総数で174

本の増幅DNA断片が得られた。供試した15種類のブライマー(プライマ一番号;16. 42， 

45，48，60，65，70，77，79.101，137. 145， 152. 163. 183 )のうち、 15種類のブライマー

から再現性のある 50個のRAPDSが検出きれた o(β3.3RAPDS/ pr仰rtme町r)o。フライマ一 7河0と

183で作成した電気泳動図をそれぞ

結果と同様にFれ1個体にみられたパンドは各両親にみられ、増幅DNA断片が遺伝してい

ることが確かめられた。各系統間の非類似度を求めた結果、最小で、 PMl-lとPM1-4の

間で0.04、また最高で‘PM1-1' と‘梅桃杏'の間で0.72を示した(Table2-5-2)。これ

らのデータをもとにクラスター分析によりデンドログラムを作成した(Fig.2-5-5)。デン

ドログラムは、 1)スモモ、 2)スモモとウメの種間雑種、 3)ヴメ、 4)アンズとスモモの種

間雑種、 5)アンズ、の5つのグループに大別されたc PAl-3とPM1-9を除く他の人工交雑系

統は‘李梅'及び‘仁杏'とクラスターを形成したr グループ問は比較的類似性が低く、

これらの類似性は低いと考えられた。数量化理論第3類により 2成分を抽出し、第一成分

をX軸に、第二成分を Y軸にして2次元配置でフロットした(Fig.2-5-6)" これら2成分で

全分散の43%の寄与率を示した。親系統である‘甲州最小'と‘地蔵梅'、 ‘万左衛門'

と‘ソルダム'、そして‘平和'と‘甲州大実'がウメ、スモモ、アンズのグループを

形成し、それらの交雑種であるPM系統及びPA系統は・部を除きそれらの中間にプロッ

トきれた。 ‘李梅'はPM系統のグループにプロットされた。 ‘{二杏'はスモモとアン

ズの中間的な位置にプロットされたものの、 PA系統とは少し異なる位置であったご

‘梅桃杏'はアンズのグループの近縁にフロットきれた 3

考察

1). '李梅'、 ‘仁杏'、及び‘梅桃杏'の形態的、生態的特性

種間雑種は一般的に花粉稔性が低い傾向がみられる。 ‘李梅'は花粉の稔性が低く、

果色が赤色で、 1花房当たりの花数が2から 3とスモモと同じ形質を示したっ実際ウメと

スモモは交雑が可能であるために g李梅'はスモモとウメの交雑種と推察きれた A また、

‘仁杏'は1花房当たりの花数が2から 3とスモモと類似しており、果皮の毛じも短く、

粗なのでスモモの形質を受け継ぐものであると恩われる 3 しかし、 ‘梅桃杏'は花粉の

稔性が比較的高く、しかも 1花房中1花であり、形態的にはスモモとの関連性は評価でき

ない。

2 ).‘李梅'、 ‘仁杏'、及び‘梅桃杏'の遺伝的特性
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クラスター分析及び、数量化理論第3類で分析した結果、グループ問の類似性が低

いため、その分類群が明瞭に与えられた。これまでの経験から、散布図では交雑種は両

親の中間地点にプロットされる傾向がみられている c スモモとウメの人工交雑で得られ

たPM系統では、 PMl-9以外のすべての系統は散布関においてウメグループとスモモグ

ループの中間地点にプロットきれた。 PMl-9はサンフリングした時点で、にすでに枯死し

ており、台木品種をサンプリングしたことが確かめられ、この結果はサンプリングミス

により生じた。 ‘李梅'は花粉稔性も低く、また、 Pf¥[系統とクラスターを形成してお

り、スモモとウメの種間雑種と考えられる。 ‘仁杏'、 ‘梅桃杏'はPA系統とは離れ

た位置にプロットされたが、 ‘仁杏'はスモモグループとアンズグループの中間地点に

プロットされたことから、スモモとアンズの種問雑種である可能性が強いと考えられた。

形態的に検討すると、 1花房当たりの花数はスモモとアンズの中間値を示し、核の性状

はスモモと同じ粘核性であるが、開花期はアンズと同時期であるなど、スモモとアンズ

両方の形態的特性を受け継いで、いると恩われたひ本章第3節の結果がボすようにスモモ

は変異が大きいので、交雑親の選抜が実際の親系統と異なれば、これらの差異が牛ヒる

ことは十分に考えられる。偶然に、コムギの核DNAにコードされている 5SRNA遺伝子

問領域であるNTS領域(Nontrascri bed spacer)を増幅するユニバーサルブライマーでブイ

ンガープリントを作成したところ、 ‘{二杏'に特異的なバンドがミロバランスモモ

420-2-2に検出された(Fig_5-2-10)。このことから‘仁杏'がスモモとアンズの種間雑種

であると仮定すれば、親系統はニホンスモモではなく、ミロバランスモモであると推定

している。

‘梅桃杏'はアンズグループの近くにプロットきれたc また、果色や核の性状がス

モモとアンズの中間形質を持つものの、 l花房当たりの花数、開花期、葉形指数、毛じ

の有無に関しては、アンズの形質を示すことからも‘梅桃杏'はアンズに極めて近いこ

とが示唆された。データからは遺伝学的に‘梅桃杏'がアンズとスモモの種間雑種であ

るという見解を支持することは難しく、むしろ、アンズから分化した、あるいは、アン

ズより古い時代の植物である可能性が考えられたc

以上のことから、 ‘李梅'、 ‘1--杏'はスモモとウメやアンズとの交雑により派生

したものと考えられたが、本章第4節で述べたように母系の推定は不明であるため、細

胞質に関する研究が必要があると考えらるご

摘要

‘李梅'、 ‘仁杏'、 ‘梅桃杏'はスモモとウメ、あるいはスモモとアンズの自然

交雑種ではないかといわれている O その真偽を確かめるために人工交雑により得られた

PM系統、及びPA系統とこれら自然交雑種の可能性の高い3系統の形態的特性、生態的

特性と遺伝的特性を調査した。

人工種間雑種であるPA系統やPM系統は、花粉の稔性が低い傾向が見られ、親個体

問で形質に差異が見られた場合、その形質に対して多様性が見られた。 ‘李梅'、 ‘仁

杏'、 ‘梅桃杏'においてもいくつか形質においての多様性が見られた。

スモモとウメ、スモモとアンズの自然交雑品種であると考えられる‘李梅'、 ‘仁
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杏'、 ‘梅桃杏'と人工交雑で得られたPM、pA系統のRAPDパターンを比較し、その

遺伝的特性を検討した。デンドログラムでは、 PAl-3とPMl-9を除く他の人工交雑系統

は‘李梅'及び‘仁杏'とクラスターを形成したっグループ聞は比較的類似性が低く、

これらの表的距離は長いと考えられたa 散布図では、親系統である甲州最小'と‘地蔵

梅'、 ‘万左衛門'と‘ソルダム'、そして‘平和'と‘甲州大実'がウメ、スモモ、

アンズのグループを形成し、それらの交雑種である PM系統及びPA系統は一部を除きそ

れらの中間にプロットされた。 ‘李梅'はPM系統とグループを形成しており、花粉稔

性も低いことからスモモとウメの種間雑種と考えられる。 ‘仁杏'はPA系統と群を形

成しなかったがスモモグループとアンズグループの中間地点にプロットされたことから、

スモモとアンズの種間雑種である可能性が高いと考えられた。 ‘梅桃杏'はアンズのグ

ループの近縁にプロットされ、アンズとスモモの種間雑種であると1，，¥う見解を支持する

ことは難しいと推察した。
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Table 2ふ1.Material plants for RAPD analysis 

Code Cultivars & hybrids Species 

1 Koushiusaishou P.mume 

2 Jizouume P.mume 

3 Sumomoume P.mume 

4 PM1-l P. salicina x mume 

5 PMl-4 P. salicina x mume 

6 PMl-9 P. salicina x mume 

7 PMl-12 P. salicina x mume 

8 PMl-13 P. salicina x mume 

9 PMl-24 P. salicina x mume 

10 Sordum P. salicina 

11 Manzaemon P. salicina 

12 PAI-3 P. salicina x armeniaca 

13 PA2-5 P. salicina x armeniaca 

14 PA2-16 P. salicina x armeniaca 

15 PA2-20 P. salicina x armeniaca 

16 PA3-1 P. salicina x armeniaca 

17 Ren-xing P. armeniaca 

18 Baitoukyou P. armeniaca 

19 Heiwa P. armeniaca 

20 Koushiuoumi P.armeniaca 

PM1=Sordum x Jizouume 

P Al=Sordum x Heiwa 

P A2=Sordum x Koushiuoumi 

P A3=Red June x Heiwa 
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A-l A-2 A-3 A-4 A-5 

Fig.2-5・1，Flowers of‘Jizouume' (mume) (A・1)，PM 1・I(A・2)， 
‘Sordum'(plum) (A・3)，PA2・20(A・4)，and 'Satsuki' (apricot) 
(A・5).

A-l A-2 A-3 A-4 B-l B-2 B-3 

B-4 C-l C-2 C-3 

Fig.2ふ 2，Leaves of‘Sordum' (A・1)，PM 1・I(A・2)，PMl・4(A・3)
and ‘Jizouume' (A-4)， fruits of‘Sordum' (B・1)，PM 1・1(B・2)，
‘Jizouume' (B・3)，PA2・21(B・4)，and fleshes of PMl・I(C・1)，
PMl・4(C・2)and Heiwa(C-3). 

-99-



of
 m
at
er
ia
l 
pl
an
ts
 

L
回
f

Ta
bl
e 
2-
5・
2.

S
o
m
e
 m
or
ph
ol
og
ic
al
 a
n
d
 e
co
lo
gi
ca
l 
ch
ar
ac
te
ri
st
ic
s 

S
p
e
d回

N
o
.
o
f
n
o
w
e
r

St
on
e 

Fl
es
h 

Po
ll
en
 

Fl
ow
er
in
g 

t1
m
e
 

Cu
lt
lv
ar
s 

C
o
d
e
 

Sk
in
 

巴
竺
竺
竺

ce
Pr
e 提

nc
e

fr
ee
ne
ss
 

pr
田
en
ce

Pr
es
en
ce
 

Pr
es
en
ce
 

Cl
in
g 

Cl
in
g 

Cl
in
g 

C
幽

唱

Cl
in
g 

co
lo
r 

(W
.江

J)

0.
45
 

fe
r 型

笠
(
%
)

4
4
 

p
e
r
d
u
s
t
e
r
 

&
h
y
b
r
i
d
s
 

Ko
us
bi
u 掴

J
s
h
o
u

Y
e
U
o
w
g
r
e
e
n
 

Y
e
U
o
w
 g
re
en
 

R
e
d
 

Ea
r.
-M
ar
. 

1
 

P.
 m
ll
me
 

0.
47
 

92
 

Ea
r.
-M
ar
. 

1
 

P.
 m
ll
me
 

J
i
z
o
u
u
m
e
 

S
u
m
o
m
o
u
m
e
 

，
 

a
 

R
e
d
 

0.
47
 

0.
45
 

23
 。

Mi
d.
-M
ar
. 

L
a t
e-
M
a
r
.

同
Ea
r.
-A
pr
.

La
te
・M
ar
.-
Ea
r.
-A
pr
.

La
te
・M
a
r
.

同
Ea
r.
-A
pr
.

2
-3

 

2
-3

 

P.
ml
lm
e x
 m
o
m
e
 

P.
 s
al
ic

U
U
l
 

P.
 s
al
ic

U
U
l
 

P
M
l
-
l
 

3
 

4
 

Pr
es
en
ce
 

Ye
ll
ow
 

0.
45
 

。
2
-3

 
x
 llI
ll
m
e
 

P
M
I
-
4
 

5
 

0.
5 

35
 

1耐
3

x
 ml
lm
e 

P.
 s
al
ic
uω

 
P
M
I
-
9
 

6
 

P
r田

en
ce

Pr
es
en
ce
 

Ab
se
nc
e 

Cl
in
g 

Cl
in
g 

Cl
ln
g 

Cl
ln
g 

x
 m
u
m
e
 

P.
 s
al
ic

U
U
l
 

P
M
I
-
1
2
 

7
 

Ye
ll
ow
 

0
.4
9

 
29
 

La
te

拘
M
a
r
.
-
Ea
r.
-A
pr
.

La
te
・M
ar
.-
Ea
r-
Ap
r.

1岬
12

x
 m
u
m
e
 

P.
 s
al
ic
in
a 

P
M
l
・
13

8
 

R
e
d
 

0.
47
 

4
4
 

R
e
d
 

0
.4
 

8
3
 

Ab
se
nc
e 

R
e
d
 

0.
4
3
 

63
 

0.
52
 

仁 れ F L r

p w p 団

A A A M  

b

船 酔 恥

E E E L U  

2
-3

 
x
 m
u
m
e
 

P.
 s
al
ic
in
a 

P
M
l
-
2
4
 

9
 

3
 

P.
 s
al
ic
in
a 

S
o
r
d
u
m
 

10
 

3
 

P. 
sa
li
c
Il
w
 

M
a
n
z
a
e
m
o
n
 

11
 

2
-
1
 

x
 a
rm
el
lU

lc
a 

P.
 s
al
ic
it
w 

P
A
I
-
3
 

12
 

Pr
es
en
ce
 

Cl
in
g 

Cl
in
g 

Se
mi
-c
li
ng
 

O
r
a
n
g
e 四

R
e
d

R
e
d
 

0.
54
 

57
 

2
-3

 
x

 a
rm
el
li
ac
a 

P.
 s
al
ic
il
ω

 
P
A
2
-
5
 

13
 

Pr
es
en
ce
 

0.
56
 

8
0
 

La
te
-M
ar
.-
Ea
r-

A
 pr
. 

La
te
-
Ma
r.
-E
ar
-
Ap
r.
 

La
l e
-
Ma
r.
-E
ar
-
Ap
r.
 

1-
3 

x
 a
nR

ell
U
lC
a 

P.
 

PA
2-
16
 

14
 

Pr
es
en
cc
 

R
e
d
 

0.
51
 

45
 

2
 

x
 ar
ll
re
ll

U
lc
a 

1'.
 
sa
li
cu
ω

 
P
A
2
-
2
0
 

15
 

Pr
es
en
ce
 

Cl
in
g 

Cl
in
g 

Se
ml
-c
ll
ng
 

Ye
ll
ow
 

0.
45
 

37
 

ト
1

x
 a
rm
el
l
U
l
ca
 

/'. 
sa
li
ci
lw
 

P
A
3・
1

16
 

T
r
a
c
e
 

Ye
ll
ow
 

L
a
te
-
M
a
r
.
 

2
-
1
 

P.
 a
rm
el
li
ac
a 

u  
o  

g y  

n h  

- E u  

v s . ，  

m - E  

e a  

R R U  

17
 

Pr
es
en
ce
 

O
r
a
n
g
e 帽

R
e
d

O
r
a
n
g
e
 

O
r
a
n
g
e
 

0.
78
 

La
te
-
M
a
r
.
 

P.
 a
nn
el
li
ac
a 

18
 

Pr
es
en
ce
 

Fr
' 偶

0.
68
 

82
 

La
te
-
M
a
r
.
 

P.
 
ar
me
ll
ia
ca
 

P.
 a
rm
el
li
ac
a 

H
e
i
w
a
 

19
 

p
"回

en
ce

P
M
1
=
S
o
r
d
u
m
 x

 J
i
z
o
u
u
m
e
 

P
A
I
::
S
o
r
d
u
m
 x

 H
e
i
w
a
 

Fr
ee
 

0.
63
 

8
5
 

La
te
-M
ar
. 

K
o
u
s
h
l
u
o
u
m
l
 

20
 

識 ω 冊

P
A
2:
:S
o吋

u
m
x

 K
o
u
s
h
i
u
o
u
m
l
 

P
A
3
=
R
e
d
 J
u
n
e
 x

 H
e
i
w
a
 

' H O O -



第2章

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 

静
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圃 愉 .-4場跡 岨崎 市 噂 少 幅 l

Fig.2-5・3.DNA fingerprint amplified from genomic DNA of mumes， 
apricots， plums and their hybrids by primer 70. M indicates Hin d皿

digested lambda DN A. 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112131415 16 17 18 1920 

Fig.2・5・4.DNA fingerprint amplified from genomic DNA of mumes， 

apricots， plums and their hybrids by primer 183. M indicates Hin d m 
digested lambda DNA. 
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。 10 20 30 
(Different band number) 

Fig.2・5-5.Dendrogram of material plants by cIuster 
analysis using group average method. 
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Fig.2・5・6.Scattergram of material plants by quantification 
of the third type. Each material was ploUed according 
to its principal component score. X-axis : first 
component， Y-axis : second component. 
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第3章 モモ亜属の系統分類

第 1:節 モモの系統分類、

fl 的

モモはモモ亜属に属し、原産はIjJ同とされ、モモ(P.persica Batsch)、 111桃(P.

davidiana Carr. )、甘粛桃(P.kansuensis Rehd.)、光核桃(Tibetanpeach : P. mira Koehne)、

新彊桃(P.ferganensis Kost)などの種からなり、アーモンド(P.amygdalus Batsch)、オヒヨ

モモ(P.triloba Lindl.)などの近縁野生種が知られ、中間を rfJ心にユーラシアに広く分布

している。モモで栽培されているものはP.persica1種で、他は台木などに利用きれてい

る。これまで、モモは主に形態的特性と生態的特性により分類きれてきた(Hedrickら、

1917、 Kikuchi、1948、Hesse、1975、 Wang、1990)【 P.persicaについては研究が進

んでおり、多くの遺伝子の表現型と遺伝子型が決定され(Knight、1968、吉田、 1989)、

また、アイソザイム分析(Arysekalら、 1986)、RFLP分析(Eldredgeら、 1992)、RAPD分

析(Chaparroら、 1994)など新しい干二法により、品種識別、連鎖地図が報告きれている τl

しかし、近縁野生種との類縁関係については報告例が少ないっそこで、 RAPD分析法、

葉緑体の特定領域を用いたPCR-RFLP分析法により、栽培種のP.persicaと近縁野't:_積め

P. miraを中心にモモの品種・系統の類縁関係を検討するー

材料及びJi法

1 ).材料

農林水産省果樹試験場千代田岡場で収集・保存されているモモとアーモンド49品種・

系統の葉を採集し、実験に供試した(Table3-1.1)寸光核桃は1958年果樹試験場の山口正

己らがネパール西部を探索し、標高2.300mから 3.000mの地域で採集したものとイギリ

スのキュー植物聞がプータンで採集したものを供試したーモモの代表的な形態を ~ig_

3-1-1、及び、Fig_3-1-2に示した。また、近縁野生種の分布地域をFig.3苧 1-3に示した O

2 ).方法

RAPD分析、及びPCR-RFLP分析は第1章第1節、及び第2節の方法に従ったコ f旦し、

PCR-RFLP分析では、 Table1-3-1に示すNla固と Sall3.'¥1を除く 10穐類の酵素を使用し

た。

結 果

l).RAPD分析法によるモモの系統分類

40種類のコモンブライマー(AOO-A39lをmIt)て分析を行ったーコモンフライマ-

A09で増幅した電気泳動図を Fig.3 ・ 1-4 に示した~ -w種類のフライマーについて調査し
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たところ総数で110個の再現性のあるRAPDsが検lHきれたの各系統問の非共有バンド率

を求めると、最小で‘光核桃85193' と‘光核桃85210' 、 ‘光核桃84441'と‘光核

桃85174' の系統問で、2個のRAPDsが検l!~きれた(Table 3-1-2)。最大で‘オヒヨモモ'

とプータンのモモ‘R-42-1'で、831岡のRAPDsが検lHされ、全てのI171樋・系統において

は相互の識別が可能であった。得られた多引は栽結!日1椅と近縁野生種の問で検出された

ものが多く、栽培品種内で、の多型のIJ¥現頻度は比較的少なかった。

これらのデータをもとに系統問の距離行列を求め、群平均化法によりクラスタ一分

析を行い、デンドログラムを作成した(Fi g. 3 -1 -5 ) デンドログラムは大きく近縁野生種

と栽培種の2つのグループに分類された('P. persica及び、 P. Ol1ra内の変異は比較的小

さい。プータンの光核桃である‘R-43-1'は地理的に他のネバールの光核桃と異なるが

その変異は比較的小さい。ユスラウメ (Chinesebush cherry : P. tomentosa Thunb.)、オヒ

ヨモモ、アーモンドはモモ栽培品種、光核桃、 !U桃と類似性が低かうたっ栽培品穐内で、

のクラスタリングは分布地域による分類と類似していたー ‘ネマガード'は山桃の実生

といわれているが、山桃(Davidpeach)とクラスターを形成しなかったc

数量化理論第3類により散布図を作成した(Fi g. 3 -1 -6)て第i及び第2成分の寄5・Z千!は

約65%で、全変数の6割以上を説明し、非常に信頼度の高い散布図となったご散請i凶はク

ラスター分析の結果と同様に、大きく P.persIcaとP.mIraのグ jレーフに分類され、ユス

ラウメ、オヒヨモモはこれらのグ jレーフと類似性がきわめて低かったニ山桃はP.

perSlcaと類似性が高かった。アーモンド85124とネハ-)レのモモはP.persIcaとP.mira 

の中間にプロットされた。

2 ).葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP分析法によるモモの系統分類

葉緑体にコードされているpsbA遺伝子、 rbcL-ORF106遺伝子問領域、及び

atpB-rbcL遺伝子問領域を増幅し、 10種類の制限酵素についてこれらの増幅断片におけ

る認識部位の有無を調査した。アーモンド85214で、検出されたRFLPハターンをFig

'3-1-7に示した。 30通りの組み合わせで、多型を示したものは、 apB-rbcL遺伝子問領域の

Mbo II処理でアーモンド85214に、 Hinf1処理で全ての光核桃(R-43を含む)に、

rbcL-ORF106遺伝子問領域のAJu1処理でP.persicaにRFLPsが検出された(Fig.3-1-8)。

検出きれた変異はRAPD分析の結果と同じ傾向を示したう P.persica内の変異は検出でき

ず、得られたRFLPsは種に特異的なものが多かったc

考察

l).RAPD分析法によるモモの系統分類

これまでモモの栽培品種は、形態や用途により、普通モモ、 ?fa桃、幡桃、小果の野

生桃、観賞用の花桃などの品種群に分けられ、形態的には大きな変異がみられる一しか

しながら、モモはゲノムの相向性が高く、ゲノム勺ーイズがシロイヌナズナ(Arabidopsis
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thaliana L.)の約 2倍程度と小さいこと(Arumugana. Earle、1991)から、アイソザイム

(Arusekarら、 1986)やサザンプロット解析 (Eldredgeら、 1992)では多型の出現頻度は

極めて低く、品種識別が困難で、あったー RAPD分析によってChaparroら(1994)が連鎖地

図の作成に成功したので、 !i1J)j法によれば品種の識りIjが可能と予想されたむこのため、

スクリーニングによって有効と認められたオヘロンフライマーを月jし、て分野iを行ったが、

本版E品種内の多型を卜分に検出できず、実験を遂行することが困難で、あった、そのため、

セミランダムの塩基配列を持つコモンフライマーを適用し、品種、系統について分類を

試みた口 DNA多型!の出現頻度は高く、栽情1111種内の識別も可能であったコこれはフライ

マーの塩基配列がグリセロリン酸カイネースの活性部位を参照して作成されたため、ア

ニーリングの際、鋳型DNAとブライマーの会合率が増加するものと批察きれたっまた、

得られたDNAフインガープリントは比較的安定したバンドハターンを示したc これはフ

ライマーのベース数が増加し、 Tm1in.が上昇した結果、設定温度を高くできたために生

じたのではないかと推察した。栽培品種内の多型の出現頻度は低かったが、全ての品種-

系統について相互の識別が可能であったので、スモモ亜属と同様にRAPD分析法がモモ

の品種識別に有効であると推察した クラスター分析の結果、栽培品種(P.perSJca )と野

生種及び、近縁種のグループに分類きれ、栽培品種内と光核桃内の類似性はきわめて高く、

そのゲノム特'性が他のPnm lJsfi~物と大きく異なるものであると確かめられた乙デンドロ

グラムでは栽培種グルーブに‘光被桃85190' が分類きれているがこの l系統だけが栽

培品種と近縁であると考えることは難しく、サンプリングの際、台木の品種と間違えた

ために生じたのではないかと推察した c 台木として利用される‘ネマガード'はp

davidianaとP.persicaの雑種で、はないかといわれている(Brookら 1972)が、山桃とは類似

度が低く、純粋なモモであると考えられたと散布図では寄与率が65%と非常に高く、こ

れまでの分類結果で最高となった。デンドログラムと同様に供試材料は大きく 2分され、

P.miraグループと P.persicaク事 jレーブの変異が小きいことが確かめられた。アーモンド

85124は由来が定かでなく、データからはP.persicaとの雑種ではなし味、と推測したc オ

ヒヨモモはモモと接ぎ木親和性が高く、形態的特性からみてもモモに近縁であると考え

ていたが、データからはこの推測は不可能と思われた=同様にユスラウメはモモの台木

に利用きれているがモモ亜属とは類似性が低く、その類縁性は低いと推察した z

2 ).葉緑体DNAの特定領域を月jいたPCR-RFLP分析法によるモモの系統分類

30通りの組み合わせで、検出したRFLPsは、ほとんどが種に特異的であり、偶発的に

検出したと考えられるものは合まれていない弓これらの結果はRAPD分析と矛盾してお

らず、 P.persicaを基準に考えると近縁野生積は全て、.遺伝的に遠縁であると考えられる L

特にアーモンドはモモと比較してこれらの領肢で変異に市んでおり、泣い的に遠縁であ

ると推察している口

以上の結果、栽培種内と光核桃内の遺伝的変異は小さいことが推察され、これまで
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の結果と比較するとそのゲノム特性が他のPrrl1llIS柄物と大きく異なるものであると確か

められた。対照的に種間においては十分な変異が見られ、これらの稀特異性は育種体系、

地理的要因、生殖機構が関連していると考えるぞ

摘要

RAPD分析法、葉緑体DNAの特定領域を}日いたPCR-RFLP法により、モモの品種・

系統の類縁関係を検討した。 40種類のコモンフライマーについて調査したところ、全て

の品種・系統について相互の識別が可能であ。た:得られた多型のほとんとεは栽培IR1種

と近縁野生種の間で検出されたものが多く、栽培品種内の多型は比較的少なかった 1 ク

ラスター分析の結果、デンドログラムは近縁野牛積と栽培種の2つのグルーフに大別さ

れたo P. persica及び、 P. mira内の変異は比較的小きかったとユスラウメ、オヒヨモモ、

アーモンドはモモ栽培品種、光核桃、 1l1f!(P.davidiana)と類似性が低かったっ栽杭品種

内でのクラスタリングは分布地域を反映していたr 数量化理論第3類により散布図を作

成した結果、散布図の寄与率は約65%で全変数の6割以上を説明し、非常に信頼度の高

い散布図となった。散布図はクラスター分析の結果と同様に、大きく P.pεr51Caとp

nllraのグループに分類されユスラウメ、オヒヨモモはこれらのグルーフと類似性がき

わめて低かった。山桃はP.persicaと類似性が高かったー

葉緑体にコードされているpsbA遺伝子、 rbcしORF106遺伝一子問領域、及ぴ、

atpB-rbcL遺伝子問領域を増幅し、 12種;類の制限酵素についてこれらの増幅断片-におけ

る認識部位の有無を調査した。 30通りの組み合わせで、多型を示したものは、 apB-rbcL遺

伝子問領域のMboII処理でアーモンド85214に、 Hinf1処理で全ての光核桃(R-43を合む)

に、 rbcL.ORFI06遺伝子問領域のAJu1処理でP.persica ~こ RFLPsが検出されたこ検出き

れた変異はRAPD分析の結果と同じ傾向を示した P.per五lca内の変異は検出できず、得

られたRFLPsは種に特異的なものが多かった O

栽培種と光核桃内の遺伝的変異は小さいことが推察され、これまでの結果と比較す

るとそのゲノム特'性が他のPrllnllS植物と大きく異なるものであると確かめられたこ対照

的に種聞においては十分な変異が見られ、これらの種特異性は育種体系、地理的要因、

生殖機構が関連していると考える。
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Table 3・1・1.Peaches for RAPD and PCR-RFLP analy配 S

Code Varieti目 Species Origin 
Ohiyomomo P.肘 loba China 

2 Gower P.peη Ica Asia 
3 1131・rowBlood P. persicn Siheria 
4 Na畢anoyasel tou尻町1)') P.戸 T'Srca Japan 
s Chichibu yasei tou 1"0.1 P. persien .Japan 
6 Chinese Blood P. persiea China 
? Ob踊 lumomo P. persiea japan 
8 Tlbetan peach 85193 P. persicn NepaI 
9 Tibelan peach 85210 P. persiea NepaI 
10 Tibelan peach 84441 P. penua NepaI 
11 Aldla y白 ellouNo.2 P.pe円 Ica japan 
12 Almond 84444 P. persica :'¥epal 
13 Fei-cheng-tao P.pe円 ica China 
14 Pa1oro P. persica E町。pe

15 Chi即日 bushcherry 84019 P. tomento.m China， japan 
16 百betanpeach 85174 P. mira 1'epaI 
17 Tibetan peach 85164 P. mira :-.IepaI 
18 Tlbetan peach 84489 P. mirn Nepal 
19 Peach seedlln寓 P.如mentO.fa japan 
20 Tlbetan peach 85163 P. mira :"epal 
21 Lale Crawford P. persica Europe 

22 France peach f'. penica Europe 
23 Chinese bush cherry 84020 P.ωmentosa China， Japan 
24 Tibetan peach 85058 P. mira ぅ、;epal

25 Hakutou P. persica Japan 
26 Almond85124 P. amygdalus ヲ

27 Tibetan peach 85054 P.mira ?、:epal

28 Tibetan peach 85123 P. miro :"rpaI 
29 明betanpeach 85176 P. mira NepaI 

30 Xlao・qlng-pan-tao P. persica China 

31 Elber1a P. persica L'SA 

32 Nemaguard P.戸 rslea むS，¥

33 R・43 P. m;ra Bhutan 

34 R・42 P. persica Bhutan 

35 Mexlcan peach 1'0.43 P. persI<'n 九1.，支ico

36 Noto yasel louNo.6 P. persicn .Japan 

37 T官betanpeach 85156 P. mirn ?、;epaI

38 Hakuhou P. persica japan 

39 Oklnawa P. persica Japan 

40 Nagano y田 eltouιale) P.pe円 ica japan 

41 KulouNo.S f'. persicn Taiwan 

42 Chichibu yasei lou :-<0.4 P.pen..;cn japan 

43 Aldla yasellou No.l P. per~"icn japan 

44 Thal yasel tou f'. penun Thailand 

45 Chin四 eC¥恒喜 P. persic/l China 

46 Nolo zalral tou No.9 P.pe円 Icn Japan 

47 Davld peach P. dnvidiana China 

48 juseit凶作加がり P.pe円 ica China 

49 Juseitou (doubIe) P.戸 Nica China 
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D E 

F G H 

I J 

Fig.3・1・1.Flowers and fruits of peaches. P. persica (A， B)， P. mira 
(C) P. tomentosa (D)， P. triloba (E). White peach (F)， Yellow 
Nectarine (G)， White Nectarine (H)， Peento (1)， Native peach 
(J). 
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A B 

C 

-、-. 
. ~ ..~..， 1:，七ι・

-

1 2 3 4 5 

Fig.3・1・2.Stone shapes of P. davidiana (A)， P. kansuensis (B)， 
P. persica (C) and P. mira (D). 

(C ) 1 ; European yellow peach， 2・3; Hybrid cultivars， 
4 ; Chinese white peach， 5 ; Native peach. 
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、E
置 zヨ-・・・・・・・・・・;己弘・
FK:iL341 
説話説明品種旬胃袋歯周迄迄忌勧 這曽駒笛l
叩即 時吋MZ鶴橋廓暢時事ρl
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Fig. 3-1-4. RAPD patterns of 49 peach varieties by primer A09. M 

indicates Hin d III digested lambda DNA. 
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(Different band number) 

Fig.3・1・5.Dendrogram of 49 peach and almond varieties 
by cluster analysis using group average method. 
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Fig.3・1・6.Scattergram of peach and almond varieities by 
quantification of the third type. Each material was plotted 
according to its principal component score. X -axis : first 
component， Y -axis : second component. 
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M 1 2 3 45  67  89  10 111213141516171819202122232425262728293031323334353637383940414243444546474849 

Fig.3・1・7.RFLPs of atpB・rbcLregions amplified from 
genomic DNA of 42 plum varieties digested by Mbo 11. M 
indicates Hin d m digested lambda DNA. 
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RFLPpa批ernsof amplified fragments in peaches 

Fig.3・1・8.RFLP patterns obtained in this experiment. 
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第 2節 アーモンドの系統分類

目的

アーモンドは中央アジアが原産とされ、 rll央アジア、地中海沿岸、カリフォルニア、

スペインなど乾燥地域で、栽培化が進んで、いる。日本は雨が多く、栽培が難しいので、そ

の情報は極めて少ないo Kester' Asay(1975)はアーモンドは自家不和合性であり、形態

的変異が大きい種であると述べている O また、アイソザイムの変異も同株に大きいと報

告されている(Arulsekarら、 1986、Hauaggeら、 1987)。前節でアーモンドを供試し、系

統聞の変異が大きいことが確かめられたが、供試数が少ないため集団としての変異を十

分に把握できなかった。そこで、 RAPD分析法、葉緑体DNAの特定領域を用いた

PCR-RFLP分析法によりアーモンドの集団変異を調査する。

材料及び方法

1)-材料

農林水産省果樹試験場千代田岡場で収集・保存されているアーモンド49系統の葉を

採集し、実験に供試した(Table3-2-1)。これらは1995年果樹試験場の土師岳らがパキス

タンで採集したものである。アーモンドの花、果実、核の形態をFig_3-2-1に示した。

また、供試材料の播種前の核の形状をFig_3-2-2に示した D

2 ).方法

RAPD分析、及び、PCR-RFLP分析は第i章第l節、及び、第2節の方法に従った。但し、

PCR-RFLP分析では、 Table1-3-1に示すNla田と Sau3AIを除く 10種類の酵素を使用し

た。

結果

l).RAPD分析法によるアーモンドの系統分類

22種類のコモンプライマー(AOO-A04、A06、A07、A09、A10、A13、A15、A17、

A21、A26、A30、A31、A32-A35、A37、A39)を用いて分析したn コモンブライマ-

A09で増幅した電気泳動図はFig_3-2-3に示したの 22種類のブライマーについて調査し

たところ総数で56個の再現性のあるRAPDsが検出されたc 各系統聞の非共有バンド数

を求めると、最小で025-1と025-2の系統問で2個、最大で032-3と0324で、31個のRAPDs

が検出され、全ての品種・系統において相互の識別が可能であった c これらのデータを

もとに系統聞の非共有バンド距離行列を求め、群平均化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-3・2-4)っデンドログラムは野生種と栽培種の2つのグルー

プに分類された。同じ系統内においても相互の類似性は高くなく (Table3-2-2)、デンド

ログラムにおいても低次のクラスタリンクーは比較的少なかった。数量化理論第3類によ
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り散布図を作成した(Fig.3-2-5)。第1及び第2成分の寄与率は約26%で全変数の3割以下

と少なく、データーに一様性がみられなかった D 散布図でもクラスター分析の結果と同

様に、大きく野生種と栽培品種のグループに分類きれ、グループ内の変異は大きかった。

系統番号が、 031、032、033、036は現地で“kono" と呼ばれる野生種である O 形態的

に光核桃に類似した核を持っているが、変異の程度は栽培種と同程度で、特に変異に富

んでいることはなかった。対照系統の002、008、035は全て栽培種で、デンドログラ

ムと散布図で栽培種のグループに分類されたっ

2).葉緑体DNAの特定領域を用いた PCR-RFLP分析法によるモモの系統分類

葉緑体にコードされている psbA遺伝子、 rbcL-ORF106遺伝子問領域、及び

atpB-rbcL遺伝子間領域を増幅し、 10種類の制限酵素についてこれらの増幅断片におけ

る認識部位の有無を調査した。ウメと同様に供試材料内の変異は検出されず、全て、相

同なRFLPパターンを示した O

考 察

l).RAPD分析法によるアーモンドの系統分類

アーモンドは国内で栽培がされておらず、品種・系統の入手は極めて困難で、これ

まで、解析が不可能であった。本実験では、果樹試験場の土師岳らがハキスタンで採集

したものを供試し、 RAPD分析法により、それらの変異と類縁関係を調査した C 栽培品

種と野生種ともに変異は大きく、同系統内の個体聞の類似性は低かった c 経済価値の高

い栽培品種を加えることができなかったため、系統間の類縁関係については検討できな

かった。現地で“kono" と呼ばれる野生種は核の形態が他のアーモンドと異なり光核桃

に類似していたが、遺伝的には栽培種と大きな差異はみられなかったご

2 )_葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP分析法によるモモの系統分類

30通りの組み合わせについて調査したところ、供試材料内の変異は全く検出きれな

かった。本実験で得られたRFLPパターンは前節のアーモンド85124と相同であった C

これらの領域では、 RAPDの結果と対照的に変異が見られず、保存性が高かった。 Fig.

3-2-1に示したように核の形状など形態的変異が極めてー大きく、またDNAレベルでも同

様に変異が大きいことが確かめられた。アーモンドは異系交配集団であると報告されて

いることからも、これらの変異は核依存ではないかと類推されたc

摘 要

RAPD分析法、葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP法により、アーモンド49

系統の遺伝的変異と類縁関係を検討した。 22種類のコモンフライマーを用いて調査した

ところ、全ての系統で相互の識別が可能であり、!司系統内の個体問でさえ、相互の類似

性は高くなかった。クラスター分析、数量化理論第3類の結果、供試材料は大きく栽培
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型と野生型にわかれ、各グループ内の変異は大きかった。

葉緑体にコードされているpsbA遺伝子、 rbcL-ORF106遺伝子問領域、及び

atpB-rbcL遺伝子問領域を増幅し、 10種類の制限酵素についてこれらの増幅断片におけ

る認識部位の有無を調査した。全ての組み合わせにおいて、供試材料はみな相同な

RFLPパターンを示し、これらの領域では保存性が高いことが確かめられた。形態的及

び遺伝的変異は極めて大きく、異系交配集団であることが確かめられたので、アーモン

ドの変異は核依存ではないかと類推した。
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Table 3・2・1.Almonds for RAPD and PCR-RFLP anaIyses 

Code Accession name ~ 
1 003・3 Cultivated t)-pe 

2 003-4 Cu1tivated t}-pe 

3 007-1 CuJtivated t}-pe 

4 凹 7・2 Cu1t1、'atedt)-pe 

5 007-5 Cu1livated type 

6 制19-3 Cu1tinted type 

7 009・4 Cu1ti、'atedtype 

8 制 9-6 Cu1tivated type 

9 009・8 Cu1ti、atedtype 

10 009-9 Cu1tivated type 

11 015-1 Culti、'atedtype 

12 015・2 Cu1tinted type 

13 015-3 Cu1tinted type 

14 025-1 Cu1tivated type 

15 025・2 Culti、'atedtype 

16 025-4 Cu1ti‘'ated type 

17 025-5 Cu1ti‘'ated t)-pe 

18 025-6 Cu1tinted type 

19 027・1 Culti、atedtype 

20 027・2 Cu1ti、'atedt}'下e

21 027・4 Cu1tivated t)-pe 

22 027-5 Culth'ated type 

23 027・8 Cultinted t)-pe 

24 030-1 Cultinted t}-pe 

25 03仏4 C日1tivatedtype 

26 030-5 Cu1tinted type 

27 030-6 Cu1tinted 竹下e

28 035-1 Cu1tinted t)-pe 

29 035-3 Cu1ti、a!ed!}-pe 

30 035-5 Cu1tinted t}-pe 

31 031・2 Wild t}-pe 

32 031・3 WUd t}-pe 

33 032・2 W日dtype 

34 032・3 WUd t}-pe 

35 032・4 Wi1d type 

36 032・5 Wild t}-pe 

37 032・7 Wild t)-pe 

38 033・2 Wild t}-pe 

39 033・8 Wild t}-pe 

40 036・7 1町ildtype 

41 036-9 Wild ty下e

42 036・10 Wild type 

43 036-18 WUd t}-pe 

44 036・20 Wild 竹下e

45 002・1 Control 

46 002-7 Contro1 

47 008・1 Con仕01

48 008・2 Contro1 

49 035-2 Control 

.120 



第3章

A 

B 

C 

Fig.3・2・1.Flower(A)， fruit(B) and stone shapes(C) of almond. 
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A B C D 

E F G H 

I K L 

。。 。。
M N 

Go 
(IlIustrated by Y oshida ) 

Fig.3・2・2.Stone shapes as follows ; 
J， K， L， N = wild type ‘Kono'， 
B， C， D， E， F， G， H， 1 = cultivated type， 
A， M = cultivar. 
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4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

M 21222324 25 262728 2930 3132 3334 35 363738 3940 

Fig.3・2・3.RAPD patterns of 49 almond accessions by primer A30. M 
indicates Hin d m digested lambda DNA. 
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8 009-6 
10 009・9
11 015・1
9 009-8 
12 015・2
16 025-4 
14 025-1 
15 025・2
27 030-6 
17 025-5 
18 025-6 
19 027・1
23 027・8
24 0筑)-1

20 027-2 
26 035・5
21 027-4 
22 027-5 
45 002・1
46 002・7
25 030-4 
47 008・1
48 008・2
49 035・2
13 015-3 
31 031・2
J2 031・3
38 033戸Z
34 032同3
39 033山8
35 032・4
36 032・5
33 032・2
41 036-9 
43 036-1 
42 036-1 
44 036-2 
37 032-7 
40 036-7 

。 5 10 15 20 25 

(Different band number) 

Fig.3・2-4.Dendrogram of 49 almond accessions 
by cluster analysis using group average method. 
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Fig.3・2-5.Scattergram of almond accessions by 
quantification of the third type. Each material was plotted 
according to its principal component score. X-axis : first 
component， Y -axis : second component. 
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第 4章 サクラ亜属の系統分類

第 1節 サクラとオウトウの系統分類、

目的

サクラ亜属にはサクラとオウトウをはじめ多くの種が存在している。オウトウの中

にはスモモと同様に2倍体、 4倍体の倍数体が存在し、甘果オウトウは2倍体、酸果オウ

トウは4倍体が基本種となっている O サクラには果樹の台木や庭木として有用なユスラ

ウメ、ニワウメなとεMicrocerasusに属する植物や、ヤマザクラなど観賞用として栽培き

れるサクラがあり、これらサクラ亜属の植物は形態的変異や遺伝的変異が多様なので品

種、さらには種の類縁関係にはまだ不明な点が多い。これまで、サクラ・オウトウの品

種識別は主に形態的特性(菊池、 1948、大井、 1953、北村、 1979、Iezzoni、1990)やア

イソザイム分析(Mowrey'Werner、1990、Granger、1993)などによッて行われてきたが、

これらの方法では近縁なものを識別するのが困難であったc近年、 DNAレベJレでの分析

が可能となり、葉緑体DNAのRFLPパターン(Kanekoら、 1986)やrbcL遺伝子のシーケン

ス(印南ら、 1994)による分析も行われてきたが、いずれもエドヒガン、ソメイヨシノな

どサクラを中心に検討したものであった。 そこで、ミザクラ(オウトウ)を中心に、

RAPD分析法と葉緑体の特定領域を用いたPCR-RFLP法により、サクラ・オウトウの品

種・系統の類縁関係を検討する。

材料及び方法

1 ).材料

農林水産省果樹試験場千代田岡場、山形県園芸試験場、長野県果樹試験場、に収集、

保存きれている、サクラ、オウトウの11種目品種を供試した(Table4-1-1)c代表的なサ

クラの花、果実をFig.4.1.1に示した、

2 ).方法

RAPD分析、及ぴPCR.RFLP分析は第l章第l節、及び、第2節の方法に従った。但し、

PCR.RFLP分析では、 Table1.3.1に示すNJa固と Sau3AIを除く 10種類の酵素を使用し

た。

結果

l).RAPD分析法によるサクラ・オウトウの系統分類

29種類のCommonプライマー(ブライマ一番号:AOO.A28)を用いた D ブライマー

A21で作成した電気泳動図をFig.4.1.2に示した。各フライマーから複数のDNA多型が

みられ、容易に全ての品種・系統を識別することができたの総数で116伺の再現性のあ

るRAPDsが検出されたの最小で¥ ‘ヒメフジザクラ'と‘アカネヤマザクラ'の問で2

個、最高でニワウメ(長野)と‘ナポレオン'の問で、58個のRAPDsが検出され、 57系統す

べてについて個体識別が可能であった。これちのデータをもとに系統聞の距離行列を求
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め、群平均化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.4-1-3)。

デンドログラムは台木品種や観賞用のサクラを含むサクラと甘果オウトウや酸果オウト

ウなどのミザクラに大別された。さらにミザクラのグループは甘果オウトウと酸果オウ

トウに、サクラのグループは観賞用サクラ等のグルーフと ~\1icrocerasus のグループに分

類された o SL64はこれらのグループとクラスターを形成しなかった。甘果オウトウ内

の類似性は他のグループと比較すると高いものと推察きれた。数量化理論第3類により

成分を2個抽出し、第1成分をx軸、第2成分をy軸として、個体数量を 2次元プロットし

た(Fig.4-1-3)。散布図の寄与率は30%弱で、スモモと同様に全体的にサンプ)レが連続し

てプロットされていた。座標軸の原点付近にはP.cerasusを中心としたグループが散在

し、 P.aviumは、かなり密集してグjレーブを形成していた。ユスラウメ、ニワウメなど

はこれらサクラ、オウトウとも類似性が低く、離れた位置にブロットされた己本実験で

供試した、ユスラウメ 3系統は相互の類似性が低かった。

2 ).葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP分析法によるサクラ・オウトウの

系統分類

葉緑体にコードされている psbA遺伝子領域、 rbcL.ORF106遺伝子問領域、

atpB-rbcL遺伝子問領域、及び、matK遺伝子領域を増幅し、 10種類の制限酵素についてこ

れらの増幅断片における認識部位の有無を調査した c サクラ・オウトウではこれらの領

域において遺伝的変異が大きく、多数の RFLPsを検出した ζ 典型的な例として、

rbcしORF106遺伝子問領域をEcoRVで消化して得られたRFLPsをFig.4'1'5に示した。

これはユスラウメやニワウメなど、 Microcerasusと呼ばれるグループに特異的であった。

40通りの組み合わせで得られた多型を Fig.4'1-6にまとめた乙これらの4領域では、

rbcしORF106やatpB-rbcL遺伝子問領域が変異に富んでおり多くの多型が検出された。

プライマーと制限酵素の組み合わせについて、全く多型を示さなかったものを lつ

のグループにまとめた結果、 Aからしの12のグルーフに分類できた(Table4争 1-3)円これら

のグループ問の遺伝距離を求めた。最小のものはAの甘果オウトウとEの中国オウトウ

などのグループで0.0009、最高のものはFのMicrocerasusのグルーブと Hの‘ヒメフジ

ザクラ'で0.0258、FとDのグループは一様に他のグループと遺伝距離に大きな差があ

り、遺伝的に遠縁であった。これらのデータをもとにじPGMAにより系統樹を作成した。

MicrocerasusのグループとSL64は他のオウトウ、サクラと遺伝的に遠縁であった。

考察

l).RAPD分析法によるサクラ・オウトウの系統分類

比較的多くの種を用いてサクラとオウトウの類縁関係の解明を試みた。これらの供

試材料では、 Microcerasus、サクラ、オウトウの3グルーフに分類できた z サクラとし

てはチシマザクラ(P.nipponica Matsum.)、チョウジザ、クラ(P.apetala Fr. et SA V.)、マメ

ザクラ (P.incisa Thunb.)、シナオウトウ(P.pseudocerasus Lind.)など、林(1970)が報告し

た現在のサクラの基本種となる6種類の野生種のうち、 4種類を供試した己この中で、マ

メザクラを代表とする P.incisaは小高木のサクラで一重咲きと八重咲き、がく色、花着

きなど形態に多くの変異があり、貴重な園芸品種とされている D このP.incisaに属する
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品種はデンドログラムにおいてもチョウジザクラ (P.apetal a )、アオバザクラ(P.

lannesiana Miyos.)など他の種とクラスターを形成するなど、 DNAレベルでも変異の大き

い種と推察きれた。このようにサクラの品種聞の類似性は高くなく、サクラは一様に変

異に富んでいるものと推察された。これまで、サクラの分類は Fogle(1975)、

Ingram(1948)など多くの研究者が行っているが、その分類は混沌としている。これは品

種レベルで大きな変異がみられるために種を反映できなかったのではないかと考えてい

る。 RAPD分析でも個体差が大きいため種を反映することができず、サクラ内の類縁関

係は明らかにできなつかたO

オウトウのグループは甘果オウトウと酸果オウトウに分類きれ、これらは散布図に

おいて明瞭に区別できた。また、オウトウは品種聞の識別も容易であった弓石黒ら

(1991)はパーオキシダーゼ(POD)とリンゴ酸脱水素酵素(MDH)のアイソザイムバンドバ

ターンから両者は比較的近縁ではないかと推察している。また、 Sauer(1993)はP.

cerasus はP.fruticosa xaviumの交雑からヰーじたとのではないかと推定している乙第 2

章第 3節で人工の種間雑種とその親系統を比較した結果、散布図においては、一部の例

外を除き、種間雑種は親系統の中間にプロットされる傾向があった C 酸果オウトウは

‘ホウキザクラ， (P. fruticosa Pall.)と酸果オウトウの中間地点にプロットされているこ

とから、経験的にこのデータはこの説を支持するものではないかと-1tt察したコ

Microcerasusのグループはこれらサクラ・オウトウのグjレーブと類似性が低く、散

布図においても離れた位置にプロットされた。ユスラウメの系統は変異が大きく、さら

に多くの系統について検討する必要がある。ニワウメはこれに対し変異が小きいと考え

られた。現在の分類でMicrocera s usに属する品種・系統はこのほかにもニワザクラ (P

glandulosa Thunb.)、ウエスタンサンドチェリー(P.besseyi Bailey)などがあり、いずれも

台木として注目を集めている。 Microcerasusは分類上サクラ亜属に属すると記載されて

いるが、これらはサクラよりもスモモの方が接木親和性が高いと報告していること(田

中、 1934)などから、サクラ亜属よりもむしろスモモ・モモ亜属に近いのではないかと

推察した。

2 ).葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR.RFLP分析法によるサクラ・オウトウの

系統分類

サクラ亜属では供試した4領域で予想以上に変異がみられたため、遺伝距離を求め、

系統樹を作成した。系統樹はRAPD分析と同様にMicrocerasusのグルーフとサクラ・オ

ウトウのグループに分かれ、これらは遺伝的に遠縁であったο Microcerasusのグループ

のSL64はマハレプザクラ(P.mahaleb L.)で台木として利用されており、 54のマハレブと

異なっていた O また、サクラグループでは、 AとEのグループが大きな集団を形成し、

ホウキザクラ、酸果オウトウ、フジザクラなどが分化していた乙 P.incisaには多くの

種内変異がみられ、サクラの変異を拡大している一因と推察したc 前述のSauer(1993)の

説では‘ホウキザクラ'が酸果オウトウの母系になり、本実験のデータをみれば殿果オ

ウトウとホウキザクラは遺伝的に近縁であり、 RAPD分析の結果と合わせて考えるとこ

の説は有力であると考えられた。サクラの変異については、これまでの研究報告などを

考慮してもその評価は難しく、ここではサクラは遺伝的変異が大きい集団であるとしか
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述べられない。

このように、葉緑体のこれらの領域においても RAPD分析の結果と類似した傾向が

みられた。特に、 Microcerasusのグループは他のサクラから遺伝的に大きく異なること

が確かめられ、現在の分類は再検討する余地があると考えられた。 Watkins(1976)は接

ぎ木親和性、形態的特性などを考慮し、 Microcerasus植物はサクラ属の進化過程の中心

となった植物ではないかと推察しており、スモモ・モモ亜属とサクラ班属が分化する過

程で重要な鍵を握る植物ではないかと推測している。

摘要

RAPD分析法、葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP法により、サクラ・オウ

トウの品種・系統の類縁関係を検討した。 29種類のコモンブライマーについて調査した

ところ、全ての品種・系統を相互に識別することが可能であった。クラスター分析の結

果、デンドログラムは、サクラとオウトウに大別きれた。きらにオウトウのグループは

甘果オウトウと酸果オウトウに、サクラのグJレーブは観賞用サクラ等のグルーフと

Microcerasusのグループに分類された。数量化理論第四類により散布図を作成した結果、

寄与率は30%弱となり、スモモと同様に全体的にサンプルが連続してプロットきれてい

た。ユスラウメ、ニワウメなどの Ĵicrocerasusはこれらのサクラやオウトウと類似性が

低く、離れた位置にプロットされた δ

葉緑体にコードされている psbA遺伝子、 rbcL-ORF106遺伝子問領域、及ぴ

atpB-rbcL遺伝子問領域を増幅し、 12種類の制限酵素についてこれらの増幅断片におけ

る認識部位の有無を調査した。サクラ・オウトウではこれらの領域において遺伝的変異

が大きく、多数のRFLPsを検出した。ブライマーと制限酵素の組み合わせについて、全

く多型を示さなかったものを lつのグルーフにまとめた結果、 Aからしの12のグループ

に分類できた。これらのデータをもとに UPGrvlAにより系統樹を作成した G

MicrocerasusのグループとSL64は他のオウトウやサクラと遺伝的に遠縁であった乙

以上のように、葉緑体のこれらの領域においてもRAPD分析の結果と類似した傾向

がみられた。特に、 Microcerasusのグループは他のサクラから遺伝的に大きく異なるこ

とが確かめられ、現在の分類は再検討する余地があると考えられたコ
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Table 4-1・1.Cherry varieties for RAPD and PCR・RFLPanalyses 

Code Varieti田 Scl凹ltificname 
1 Bing P. avium 
2 Compact StelIa P. avium 

3 Goverτ¥OrW凹 d P. avillm 
4 Eariy Pur下leGuigr四 P. avium 
5 Blgan宅auJaboulay P. avium 
6 Summlt P. avium 
7 VIc P. avium 

8 Van P. avium 
9 Schatten More目。 P. cerarus 

10 Eariy Rlchmond P. cerarus 

11 Ulster P. avium 

12 P. cerar田 X 戸n P. cerarus x戸n?

13 SatouNishlk1 P. avium 

14 Rockpor1 Bigarr回日 P. avium 

15 EngIlsh M情判目。 P. cer，田町

16 SLω P. malwleb 

17 Hokk佃 P. avium 

18 Chln田 ebush cherry P. tomentosa 

19 Chln回 echerry (Buzen Branch) P. pauciJ10m 

20 Aobazakura P. lannesiana 

21 Niwaume P.japonica 

22 Mazzard 7例l67F P. avium 

23 Colt P. avium x pseudocemsω 

24 Chlshimazakura P. nipponica 

25 Fujizakura P. i町 isa

26 Mete四・ P. cemsω 

27 Chin四 echerry (Akitsu) P. pauciJ10ra 

28 Karamlzakura P. pauciJ10ra 
29 Immll P. incisa x se庁 Illa

30 Nanyou P. avium 

31 Napoleon Blgarr四 U P. avium 

32 日唱tlco姐 品 目TY P.fruticosa 

33 Mar司ska -ヲ

34 Mont Morency P. cerarus 

35 Koutou ? 

36 2~10 ? 

37 Saplklsa P. avium 

38 Chln田 echerry (Tenkou咽} P.戸町ぴ70m

39 Shousei Nishiki P. avium 

40 再1ayDuke P. avium x cemsllS 

41 Himefujizakura P. incisa 

42 Akaneyaezakura P. incisa 

43 Chln回 ebush cherry (~a畢ano) P. incisα 

44 Oshidorizakura P. incisa 

45 Midorizakura P. incisa 

46 Kohlganzakura P. incisa x s戸 ch旬開

47 Yaefujizakura P. incisa 

48 Od四ikozakura ， 
49 Choujlzakura P.中etala

50 Fujlzakura P. incisa x verecunda 

51 Taizanzakura ヲ

52 Miklzakura ， 
53 Aohada P.lannesiana 

54 Mahaleb cherry P.malwleb 

55 Nlwaume (Nagano) PJ'勾叩nrca

56 Nlwaume (Arakawaokl) Pjaponica 

57 Chln田 ebush cherτヲ(Okayamal:nh-.) P.tomenωsa 
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P. cerasus (H) and P. tomentosa (1). 
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12 13 14 15 16 17 18 19202122 232425 2627282930 M 

M 31 3233 34 35 36 37 38 394041 4243 4445 46474849 5051 525354 5556 57 M 

Fig.4-1・2.RAPD patterns of 57 cherry varieties by primer A21. M 

indicates Hin d rn digested lambda DNA. 
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Fig.4・1・3.Dendrogram of 57 cherry varieties by cluster 
analysis using group average method. 
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Fig.4・1・7.Phylogenetic tree by UPGMA. Each group was 
according to the groups listed in table 4・1・3.
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第 5章サクラ属植物の系統分類と進化

第 l節 形態的特性によるサクラ属植物の系統分類

目的

これまでサクラ属の分類は菊池(1948)、食(1979)、大井(1983)などが形態的特性

を中心に検討し、これが現在のサクラ属植物の分類の基本となっている。各種がもっ特

性に対して多様で中間的な形質を示す野生種については、形態的特性だけでは分類が困

難であるため、それらの分類には主観的な要素も加わっている。本論文では第 2章から

第4章にかけて、種類ごとにゲノムの類似性を調査し、それらの分類を試みた c 大部分

の品種・系統は、形態的特性などにより推定された類縁関係と合致したが、一部の近縁

野生種は遺伝的変異が極めて大きく、現在の分類と合致しない点が生じた。このため、

分類が困難であった近縁野生種はサクラ属植物のどの位置に存在するか再検討する必要

がある。そこで、サクラ属植物に共通する形態的特性を幾っか選択し、これらの形質に

関するデータをもとに類縁関係を調査する。

材料及び方法

1 ).材料

農林水産省果樹試験場千代田圃場、長野県果樹試験場、群馬県園芸試験場、京都府

立大学で収集、保存されているウメ 3系統、アンズ4系統、スモモ9系統、モモ4系統、

アーモンド2系統、ユスラウメ 1系統、ニワウメ l系統、ニワザクラ2系統、オウトウ5系

統、サクラ6系統、の合計30種37系統を実験に供試した(Table5'1-1)ヶ

2).方法

形態的特'性については、 1)樹高、 2)枝の毛じ、 3)葉形指数、 4)葉上面の毛じ、 5)花色、

6)1花房中の花数、 7)花梗・果梗の長き、 8)果皮の毛じ、 9)核の刻、の9項目について調

査した。これらの項目はカテゴリー型と連続型の 2種類のデータ様式にわかれ、それぞ

れの項目の分類基準を以下に記した。

1)樹高については 1.低、 n:中、田:高、の3種類のカテゴリーに分類したわ

2)枝の毛じの程度については、 1 無、 II:有、の2種類のカテゴリーに分類した。

3)葉形指数は連続型データとして扱い、葉身の長きを葉身の幅で、割った値を指標とし

た。

4凍上面の毛じ程度については、 1 無、 n::有、の2種類のカテゴリーに分類した 3

5)花色については、 1 白色、 n:桃色、の2種類のカテゴリーに分類した。

6)花梗・果梗の長きの程度については、、 T 知、 n: rt1、田:長

の3種類のカテゴリーに分類した。これらの分類基準は果実の大きさと果梗の長き

の組み合わせたデータを判断するために数値による境界は明記できなかったご

7)1花房中の花数は1から5花と変異がみられ、 1: 1花、 II: 2-3花、田 :4花以上

の3種類のカテゴリーに分類した。
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8)果皮の毛じの程度については、 1:無、 II:粗、皿:密、の3種類のカテゴリー

に分類した。

9)核の刻の程度については、、 1 滑、 II:中、皿:粗の3種類のカテゴリーに分類

した。

なお、調査の一部は中因果樹分類学(食、 1979)を参照したゥ

調査結果は多変量解析ソフト“統計解析ハンドブック forWin"で相関係数行列に

よる主成分分析を行い、第 1主成分をY軸に、第2主成分をX軸にして2次元配賓で散布

図を作成した。

結果

代表的な 37種類のサクラ属植物について9項目の形態的特性を調査した(Table

5-1-2)。花房中の花数はサクラ、スモモなどでは、 2から 5花と多く、ウメ、アンズ、

モモでは1花であった。果皮の毛じはサクラ、スモモでは無毛、ウメ、アンズ、モモな

どでは有毛と認められた。核表面の刻はサクラ、スモモなどでは平滑なものが多かった

が、ウメ、アンズ、モモなどでは種特異的な模様が認められ、特に、モモは刻が深かっ

た。花梗・果梗はサクラ、スモモが長く、ウメ、アンズ、モモは短い。葉形指数はモモ

が細長い葉を持つために大きく、反対にアンズは卵状の葉を持つために小さくなった C

その他のものについてはアンズとモモの聞に位置した。花弁の色はスモモとサクラは白

色のものが多く、モモとアンズは桃色のものが多かった C 低木、小高木のものに、葉上

面の毛じ、枝の毛じがみられる傾向があった。これらのデータをもとに主成分分析を行

い、散布図を作成した。第1及び第2主成分の寄与率は約60%と高く、全分散の半分以上

を説明することができた。

供試材料はY軸で大きく 2分され、スモモ・サクラのグループとウメ・アンズ・モモ

のグループに大別された。光核桃、 ‘ア)レハインフラム'、など現在の分類群で形態が

異なった品種・系統は散布図においてもクラスターを形成しなかった O スモモ・サクラ

のグループではスモモを中心とするクラスターと、サクラを中心とするクラスターに分

かれた。前者にはニワウメ、ウエスタンサンドチニリーなとεのMicrocerasusのグループ

も含まれていた。

考察

サクラ属植物の分類は、形態的特性に基づいているが、調査基準に対して多様で中

間的な特性を示す近縁野生種などは主観的に要素が加わり、その真偽が問われる品種・

系統が存在している。第2章から第4章で、ゲノムの類似度をもとに多くの品種・系統に

ついて分類を試み、形態的、生態的特性による分類とDNAレベルでの分類結果が一致し

ていることが確かめられた。しかしながら、光核桃、 ‘アルパインブラム'、オヒヨモ

モ、 Microcerasus植物については、現在それらが属するグルーフでは遺伝的変異が大

きく、再検討の余地があった。このため、これらの品種・系統がサクラ属植物のどの位

置に存在しているか客観的に調査する必要がある c

サクラ属植物の分類基準は決められているが、亜属聞の分類に耐えうるような分類
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基準は比較的少ないので、本章では9項目を選ぴ類縁性を検討した。調査結果を客観的

に処理するため、また、データ様式が連続型、カテゴリー型と異なるタイプのものを同

時に扱うために主成分分析を適用し散布図を作成した。その結果、光核桃、 ‘アルパイ

ンプラム'、オヒヨモモ、は現在の分類群とは異なったところにプロットされた。

Microcerasus植物はユスラウメを除き、スモモとサクラのいずれかと同じクラスター

を形成しており、形態的に変異が大きいものと考えられたc このように散布図ではスモ

モやMicrocerasus植物を中心にサクラ属植物が点在していることが確認できた 3 データ

収集の際、多少の主観的判断を要したこと、調査項目、 l種当たりの個体数などデータ

数が十分とはいえないなど、得られたデータはまだ不完全であるが、これらの傾向は接

ぎ木親和性(田中、 1934、Okie、1987)などによる分類などとも非常に一致していた。

Watkins(1976)は同様に形態的、接ぎ木親和性、交雑和合性などの諸特性からスモモ、

Microcerasusがサクラ属植物の中心植物であろうと提言しているので、このような傾向

がDNAレベルにおいても確認できるか否かを調査する必要がある。

摘要

サクラ属植物に共通する形態的特性を幾つか選択し、これらの形質に関するデータ

をもとに類縁関係を調査し、主成分分析により散布図を作成した。第1及び第2主成分の

寄与率は約60%と高く、全分散の半分以上を説明することができた。

供試材料はY軸で大きく 2分され、スモモ・サクラのグループとウメ・アンズ・モモ

のグループに大別きれた。光核桃、 ‘アルパインブラム'、など現在の分類群で形態が

異なった品種・系統は散布図においてもクラスターを形成しなかった C スモモ・サクラ

のグループではスモモを中心とするクラスターと、サクラを中心とするクラスターに分

かれた。 Microcerasus植物はユスラウメを除き、スモモとサクラのいずれかと同じク

ラスターを形成しており、形態的に変異が大きいものと考えられた。このように散布図

ではスモモやMicrocerasus植物を中心にサクラ属植物が点在していることが確認できた。

これらの傾向は接ぎ木親和性(田中、 1934、Okie、1987)などによる分類などとよく一

致した。
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Table 5・1・1.Representative varieties for principal component analysis 

Code Varleties !Ipe species 

1 Nankou Mume P.mume 

2 Bungo 恥骨ume P.mume 

3 Sumomo ume Mume P. mume 

4 Helwa Apricot P. armeniaca 

5 Ren-xing Apricot P. armeniaca 

6 Slberian ap吋cot Apricot P. sibirica 

7 Alplne plum Apricot P.brigantina 

8 Manzaemon Plum P. salicina 

， Karari (Hua-Iou-II) Plum P. salicina 

10 Krikon Damson Plum P. insitifUl 

11 Whfte Plum Plum P. salicina 

12 Myrobalan plum 420・2-2 Plum P. cerasifera 

13 Sp佃osaplum Plum P. spinosa 

14 Sun Prune Plum P. domestica 

15 Beach plum Plum P.marぜtima

16 Western sand cherry Plum P. besse)'i 

17 Hakutou Peach P. persica 

18 Tibetan peach85054 Peach P. mira 

19 Ohatsumomo Peach P. persica 

20 David peach Peach P. davidia1Ul 

21 Almond85124 Almond P.amygdalus 

22 Ohiyomomo Almond P.toriloba 

23 Chinese bush cherry Cherry P. tomentosa 

24 Niwaume Cherry P.japonica 

25 Napol伺 n Cherry P. avium 

26 Mont Morency Cherry P. ceraSllS 

27 Mahaleb cherη Cherry P. mahaleb 

28 Chinese cherη(Akitsu) Cherry P. pauciflora 

29 Chin回 ec:herry (Tenkouen) Cherry P. pseudocerasus 

30 FuJizakura Cherry P. incisa 

31 Houkizakura Cherry P. fruticosa 

32 Aobazakura Cherry P. umnesuma 

33 ChouJlzakura Cherry P. apetala 

34 CoIt Cherry P. avium x pseudocerasus 

3S Chishlmazakura Cherry P. nipponica 

36 Nlwazakura (Whlte) Cherry P. glandulosa 

37 Niwazakura (Plnk) Cherη P. glandulosa 
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第5章

第 2節 ランダムプライマー及びデザインプライマーによるサクラ

属植物の系統分類

日的

サクラ属植物の進化を検討する 1~で、種問、及び軍属問の類縁関係左遺伝的特性を

検討することは重要である門サクラ属植物の分類は、菊池(1948)、Rehder(19 5 4)、北村

(1979)、などが形態的特性により分類を行ってきたが、これらの基準に対して多様で、

中間の形質を示す植物を客観的に分類するのは難しい、それは、ユスラウメ (Chinese 

bnsh cherry)、アルパインブラムなどの野生種の位置づけが分類する研究者によって異な

ることからも推察される。また、本章第l節で、亜属聞の分類、に耐えうる形態的マーカー

を選抜し、分類を試みたが、これらのマーカーの数には限界があり卜分な手法とは言え

ない。このため、 DNAレベルで、の調査が行われるようになり、葉緑イイq)NAのRFLPハター

ン(Uematsuet al、1991、Kanekoet al、1986)、 ミトコンドリアDNA断n-をソロープとし

たサザンプロット解析(池谷ら、 1993)などにより、栽培品種を [1I'L、としたサクラ属植物

の系統分類が試みられた。しかしながら、これらは限られたわずかな種の訂1種・系統数

について検討しただけで十分とは言えず、それらの類縁関係は暖昧なままである一第2

章から本章第1節にかけて、 RAPD分析法、葉緑休DNAの特定領践を!U1.t、たPCR.RFLP分

析法により各種の識別と分類を試み、それらの遺伝的特徴づ.けを行ってきた n その結果、

サクラ属植物におけるユスラウメやアルパインフラムなど野生種の分類を行うために、

真偽を確かめる必要があると考えた。そこで、スモモ11E属、モモ亜属、サクラ亜属の中

から代表的な品種・系統を選び、 RAPD分析法、核DNAにコード存在する 5SrDNAの非

転写スベーサー(nontranscribed spacer : NTS)領践の増幅ノ、ターンによる分類、及び、、 Per

遺伝子のミニサテライト領域、テロメア領域を参照してデ-fj"インされたフライマーによ

るALPHA法により、これらの類縁関係を検討する一

材料及び方法

1 )_材料

農林水産省果樹試験場千代田閉場、長野県果樹試験場、群馬県聞芸試験場、京都府

立大学で収集、保存きれているウメ 3品種、アンズ4品種・系統、スモモ8品種-系統、

モモ4品種・系統、アーモンド3系統、サクラ 21品種・系統の合計27種44品種・系統を

供試した。これらの品種系統名は実験の都合上、 Table5-2-1とTable5-2-2、及び、Table

5-2-5に重複して記した。

2 ).方法

RAPD分析は、第l章第1節の方法に従った スモモ・モモrw.属とサクラ亜属の

RAPDパターンは類似性が低く、 DNAのまf-fiHjが悶難であったため、それぞ

表的な品種.系統を選択し、分析を行った(スモモ・モモ報属;Table 5.2-1、サクラ亜

属;Table 5-2-2)。ランダムフライマーでは全IRI種-系統を同-のDNA多E!から分析で

きなかったので、コムギ(T.aestI'v"um L.)の核DNAにコード存在する 5SrDNAの非転写ス

148-
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ペーサー(nontranscribed spacer ; NTS)領域(Long . Dawid、1980)を増幅するSTSブライマー

(Alexander、1991)により増幅した。 PCRの条件は第1章第3節の方法に従ったのまた、

Per遺伝子のミニサテライト領域の反復配列とヒトのテロメア領域の反復配列を参照に

デザインされたブライマー(松山ら、 1992)を用いてALPHA法Uf1村、 1990)法により増幅

を行った。実験には、 Table5-2-5に記した36品種・系統を供試したーまた、これらの

プライマーの塩基配列を Table5-2-6に、 NTS領域の模式問をFig.5-2-9に示したの PCR

の条件は第1章第1節の方法に記載したコモンブライマーによる PCRの条件に従ったの

結 果

1 ).スモモ、モモ亜属の分類

これまでの系統分類に有効であった、フライマー 13種類(フライマ一番号 15，17， 

21，23，26，43，45，59.68， 140， 145， 1-17， 224)を月J¥， )て分類を行ったrフライマ-21

とプライマー 146で増幅した電気泳動凶をそれぞれFig.5-2-1とFig.5-2・2に示したさこ

れらの電気泳動図で、は各品種-系統に特異的なバンドハターンが確認されたぐ総数で74

個の再現性があるRAPDが得られたっ各系統問でのRAPDを比較すると、最低でアン

ズの‘平和'とチベットアンズ'の問で4個のRAPDが検出され、最高では‘平和'

‘アーモンド85124' 問で38個のRAPDが検出きれた(Table5-2-3)σ 本実験で供試した

材料の約6割は種が異なるために、これらのRAPDsは種間で検出されたものが大千を

占めていた。各種ごとの非バンド共有率の平均値はウメが0.234:t0.109、アンズが

0.153+0.073、スモモが0.293+ 0.076、モモが0.248+0.107であった《この値を基準

にしてそれぞれと比較すると、スモモの平均非類似度が最大で、次いでモモ、ウメの順

でアンズが最も平均非類似度が小きくなった:Ill]種・系統問で距離行列を求め、群平均

化法によりデンドログラムを作成した(Fig.5 -2 -3)，-デンドログラムはヴメ、アンズ、の

グループ、モモのグルーフ、スモモのグ jレーフの 3群に分類きれたごクラスタリングは

非共有バンドすなわち、 RAPDをもとに階層的に行ったために、低次でのクラスタリン

グにおいては信頼度が高いものの、高次のクラスタリングにおいてはデータの反映様式

が暖昧であるためにさらに数量化理論第 3類を適用し、散布聞を作成した(Fig.5.2.4)。

その結果、第1及び第2成分で約32%の寄与率を示したークラスター分析と同様にウメ・

アンズ、スモモ、モモの3種類のグループに分類できたごそれらのグルーフー以外にプロッ

トされた系統は、 ‘李梅'、 ‘仁杏， (Ren'xing)、UJ容(Siberian apricot)、 ‘麦黄準杏'

(Mai' huang-zhun'xing)、 ‘花螺李'、光核桃(Tibetanpeach)、ユスラウメ、オヒヨモモ、

アーモンド85124で‘李梅'と ‘仁杏'はウメとスモモ、アンズとスモモの種間雑種で

あると考えられる品種で、両者のtjl聞にプロットされたご山杏と‘麦黄準杏'は、中国

に分布しているアンズで日本のアンズと発達過程が異なり、アンズ、ウメのグループか

ら少し離れてプロットされた門光被桃は核の模様などの形態的形質を合めてスモモに類

似していると思われる点がいくつか見られ、モモ、スモモと離れた位置にフロットされ

た。今回供試したアーモンド2系統は、形態的に大きく異なるために、その分類がおお

きく駆け離れていたのこの原閃は、アーモンドの遺伝的変異が大きいためか、あるいは

アーモンド85124が雑種であるためかのどちらかであると推察きれた〔オヒヨモモとユ

.149・
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スラウメはスモモグループの近縁にプロットされた。

2).サクラ亜属の系統分類

サクラ亜属の系統分類にはコモンブライマ-AOOからA11とA13から A19の19種類

のコモンプライマーを用いて分類を行った ρ ブライマーA18とブライマーA19で増幅し

た電気泳動図をそれぞれFig.5-2-5 と Fig.5-2 ・ 6 にぶしたのこれらの電気泳動[~l で;t;t各品

種・系統に特異的なバンドパターンが確認されたっ 19種類のブライマーについて調査し

た結果、再現性のある 100個のRAPDsが得られたの各品種・系統聞のRAPDを比較する

と最低で、ニワザクラ(白)とニワザクラ(紅)の問で6個のRAPDsが検IHきれ、最高では、

‘モンモレンシー' と長野・荒川i*のニワウメ 2系統間で、48伺のRAPDsが検IBされた。

非共有バンド率を各種でまとめると、 Microcerasusが0.206i:0.ll1、オウトウが0.280

土0.125、サクラが0.291+ 0.07であったぐこの値を基準にしてそれぞれを比較すると、

サクラの平均非類似度が最大で次いでオウトツ、 Microcerasusの順であった(Table

5-2-4)。品種・系統間で、の非共有RAPDsの距離行列を求め、クラスター分析によりデン

ドログラムを作成した(Fig.5-2-7)。デンドログラムは大きく Microcerasus、オウトウ、

サクラの3グループに分類きれたハこれらのグjレーフ聞の類似性は低く、低次において

クラスタリングがみられた。数量化理論第3類により散布図(Fig.5-2-8)を作成した結果、

第1及び第2成分で約33%の寄与率を示し、この値はスモモ・モモ亜属で得られたものと

同程度であった。クラスター分析と同様に供試材料はMicrocerasus、オウトウ、サクラ

の3グループに分類された。ユスラウメ 2系統はこれらのグループとは類縁性が低く、こ

れらの中間付近にプロットされた。

3).NTS領域の増幅とデザインプライマーを用いた ALPHA法による系統分類

RAPD分析では全ての供試材料について同ーのDNA多型で分析できないため、核

DNAにコードされ、種特異的であると考えられる領域を対象として、それらの増幅を試

みた(Fig.5-2-10)0 NTS領域で、は約2.0kbpから約200bpの大ききの増幅断片が認められ、

500bpの増幅断片はほとんどの供試材料に認められたご ， i二杏'に特異的な200bpの増

幅断片はミロバランスモモにも認められたっ同機にスビノーサスモモに特異的な約

300bpの増幅断片が‘サンブルーンにも'認められた スモモ、モモ亜属に属する供試

材料の増幅断片数は1から2本であるのに対し、 Microcerasusを除くサクラ亜属に属する

供試材料の増幅断片数は1から3本であった。 Per遺伝子のミニサテライト領域をモチー

フしたプライマーで得られた電気泳動図では、光核桃85054、おはつもも、オヒヨモモ

は約1.0kbp付近の位置にみられる 2本の増幅断片が多型を示していた。ミロバランスモ

モとスピノーサスモモでみられる 200bpのサイズの増幅断片は‘アオパザクラ' ‘チシ

マザクラ'で認められた O ヒトのテロメア領肢の反復配列をモチーフしたブライマーで

得られた電気泳動図では、約300bpの位置に供試材料の半数以上でみられる増幅バンド

が認められたりしかしながら、各品種・系統の持つバンドハターンは様々で、再現性の

低い増幅断片もしばしばみられた。

考察

1 ).スモモ、モモ亜属の分類
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これまでスモモ、モモ亜属問での系統分類は、葉緑体DNAのRFLPパターンによる

分類(Uematsuet al、1991、Kanekoet al、1986)、、ミトコンドリアDNA断片をプロープ

にしたサザン解析(池谷ら、 1992)などが行われてきた c しかし、これらは細胞質遺伝す

るオルガネラDNAを対象としているために、核DNA の情報が得られないの果樹におい

て、核にコードされている信頼性のある遺伝子フロープが少なく一般にt-.!l3などの反復

配列領域をプロープとしたサザン解析(Nybomら、 1990)などが利用きれているが、多重

遺伝子であるために、シグナルが煩雑であり、その許価が難しいと思われるー RAPDマー

カ一法はウメなどにおいて近縁な日1種間においても識別が可能であるが、フライマーの

選抜が適切であれば、亜属問の分類にも適用できると考えられたので、スモモ、モモの

分類に適用した。

分析の結果、平均非類似度はスモモが最大で、次いで、ウメ、モモの順でアンズが最

も平均非類似度が小さくなった。この傾向はアイソザイム分析でもみられ、スモモは異

系交配集団であるために、その変異が増加していると報告されているでこの原凶以外に、

種数が多く、倍数体が存在し、その分布地域が広範聞に及んでいることなどが関与して

いると考えられるの次いでウメが高いのは、ウメの品種にはアンズ、スモモの形質がみ

られるものが多く、種間雑種が大半を r'iめている種で、これらにより変異が増加してい

ると考えられる。モモ亜属ではアーモンド、オヒヨモモ、 LLJ桃など種数が多いために平

均非類似度がアンズよりも高くなったと思われる:しかし、これまでの研究結果より、

P.persica、P.miraで、の種内におけるDNA多重!Jの出現頻度は低く、単 -f重内においてはむ

しろモモの方が相向性が高いと思われるゥ散布閲ではスモモを中心にして供試材料が点

在している事が確認できた。スモモの接ぎ木親和性は高いことが知られていることから

も(田中、 1934)、これらの亜属が派生する過程において、スモモは重要であったのでは

ないかと推察している。ユスラウメがスモモのグJレーフと比較的類似性が高いこと、光

核桃が遺伝的に特異的であることなどの結果は非常に興味深く今後、検討する必要があ

る。

2 ).サクラ亜属の系統分類

サクラの系統分類はハすザクラ、即ち、観賞月jのサクラを中心としたものが多く、

果樹として利用されているオウトウ、台木品種などの類縁関係については山口ら(1993)

などが接ぎ木親和性を中心に検討しておりそれらの系統関係に関する知見は限られてい

る。 Mowrey. Werner(1990)、石黒ら(1991)はアイソザイム分析により種問の類縁関係

の推定を行い、甘果オウトウと酸果オウトウは遺伝的に近縁で、ユスラウメ、ニワザク

ラなどは原生種ではないかと述べている。本実験では、供試材料は大きくオウトウ、サ

クラ、 Microcerasusの3グループに分類でき、これらの結果と一致していたっ各グルー

プの平均非類似度はサクラ、オウトウ、 Microcer・asusのJII買に大きかったが、本実験では

Microcerasusの供試数を増加すれば後者2グjレーフは入れ代わっていたと予想する c 各

グループはさらに低次でクラスターを組んでおり、サクラのグ jレーフではアオハダを代

表とするクラスターと ljl医lオウトウを代表とするクラスターに分かれた，オウトウのグ

ループは予想通り、甘果オウトウと酸果オウトウに分類されたご Microcerasusはユスラ

ウメとその他の系統に分かれ、供試したユスラウメ 2系統は相互に類似性が低かった。
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ユスラウメの接ぎ木親和性はスモモ、モモ、オウトウでもみられ、さらにゲノムの類似

度がスモモと類似していることから、サクラ月ff属とスモモ軍属が分岐する過程において

重要な植物であったのではないかと推察しているつ

3).NTS領域の増幅とデザインプライマーを月jいた ALPHA法による系統分類

現在のサクラ属植物は、主に核交雑と自然淘汰の繰り返しにより派生してきた考え

られるため、系統進化を検討する上で、核DNAの類似性を調査する必要がある。細胞質

DNAのサイズ、が一般的に合計約700bp前後と核DNAと比較すると極めて小さく、また、

それらは閉環状2本鎖の構造であるため、 RAPD分析法で増幅されるDNA断片は、核

DNAに依存しているものと推察した。このため、核DNAの類似性を検討するには有効で

あると考えられたが、サクラ亜属とスモモ、モモ亜属は類似性が低いため、全ての供試

材料を同ーのDNAフインガープリントで分析することは不可能であったc このため、全

ての供試材料にみられ、それらが核DNAに存在している領域を増幅することが望ましい

と考えられた。今回、対象とした3領域は核DNAに存在し、遺伝的に不安定で欠損、挿

入などの変異がみられやすい縦列型反復配列を含んでいるュ NTS領域の増幅ではlから 3

本の増幅断片が得られ、約500bpの位置に全ての品種・系統に共通な増幅断片が得られ

た。コムギにおいても同様に 250bpや500bpに増幅断片がみられ、系統問に特異的なバ

ンドパターンが確認されている。増幅の由来先についてはシーケンス、あるいはサザン

プロット解析などで確認する必要があったが、比較的アニーリング温度が高い条件で

Stringencyが高いこと、配列数の長いブライマーと鋳引DNAのアニーリングサイトの会

合率が限られていることなどから経験的に正確に増幅しているものと判断した c 結果で

記したように幾つかの特異的な増幅断片がみられたが、この中で‘仁杏'とミロバラン

スモモ、同様にスピノーサスモモと‘サンフルーン'にみられた増幅断片は実際にこれ

らの品種・系統問で核DNAの移入が生じたことを示峻しているものと推察している。

このことについては塩基配列を決定し、真偽を検討する必要があるつまた、サクラで

は1から3本の増幅断片がみられ、この領域においてスモモ、モモ亜属と大きく異なった。

Per遺伝子のミニサテライト領域やヒトのテロメア領域の反復配列をモチーフした

プライマーを用いてALPHA法により DNAブインガーフリントを作成したが、 PCRの条

件を多少のミスマッチを生じる程度で、行っているため、正確にこれらの領域を増幅して

いない可能性があると推察された。 Per遺伝子をモチーフしたブライマーでは、全供試

材料で比較的類似したパターンが得られた。ミロバランスモモ、スヒノーサスモモ、

‘アオパザクラ'、 ‘チシマザクラ'に共通してみられた約200bpの増幅断片はこれま

での見地からは解釈できず、今後検討する，必要がある一ヒトのテロメア領域をモチーフ

したプライマーでは約300の位置に供試材料の半分以上でみられる増幅バンドが認めら

れたが、それ以外については種特異的であり、多くのDNA多型を供給したc 高等植物の

染色体末端のテロメア領域の性状については不詳であるため、増幅ノ、ターンの解釈はで

きず、これらのブライマーは系統分類に適用できるものとは考えられなかった。このよ

うに、核DNAにコードされてる領域を抜う場合、 STS化などがなされ、その山来が定か

である場合、断片長による DNA多型、 RFLP解析、塩基配列の決定により系統分類に利

用できると考えられた。 Per遺伝子のミニサテライト領域やヒトのテロメア領域の反復
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配列をモチーフしたブライマーはカンキツの識別に有効であると報告されており(松山

ら、 1992)、これらのプライマーは品種識別には有効であると推察されたむ

以上ように、スモモ亜属、モモ亜属、サクラ車属では明瞭な分化がみられ、各実験

において点在していた系統やスモモと類似していたユスラウメなどはサクラ属果樹の進

化の過程を検討する上で重要な植物と考えられた c トータ)レDNAによるRAPD分析法か

ら得られる情報は、ゲノムを構成している各DNAの比率によりブライマーと DNA問で競

合が生じるために主に核DNAに依存していると考えられる門進化を検討する l-_で、きら

に遺伝様式の異なるオルガネラの情報も必要であると思われるつ

摘 要

系統進化を検討する上で核DNAの類似性を調査することは重要であり、 RAPD分析

法と核DNAにコード存在する 5SrDNAの非転写スへーサー(nontranscribedspacer ; NTS)領

域の増幅、及ぴ、 Per遺伝子のミニサテライト領域、テロメア領域参照にデザインされ

たプライマーを用いたALPHA法により、サクラ属植物の類縁関係について検討した乙

RAPD分析では、スモモ、モモ亜属とサクラ亜属がはっきりと分化しているために、 2

群に分けて分析を行った。スモモ、モモifE属では、ウメとアンズ、スモモ、モモの3グ

ループに分類され、スモモのグループは変異が大きく、供試したユスラウメはスモモと

高い類似性を持っていた。光核桃とアーモンドは他の品種・系統と大きく異なった。サ

クラ亜属ではオウトウ、サクラ、 Microcerasusの3グJレーフに分類され、ユスラウメは

変異が大きかった。

NTS領域の増幅で、は約2.0kbpから約200bpのサイズの増幅断片が認められ、 500bpの

増幅断片はほとんどの供試材料にみられた。 ‘仁杏'とミロバランスモモ、また、スピ

ノーサスモモと‘サンプjレーン'にみられた増幅断片は実際にこれらの品種・系統間で

核DNAの移入が生じたことを示唆しているものと推察した c サクラ亜属では1から3本

の増幅断片がみられ、この領域においてスモモ、モモ亜属と大きく異なった。 Pen宣伝

子のミニサテライト領域やヒトのテロメア領域の反復配列をモチーフしたフライマーを

用いてALPHA法により DNAブインガープリントを作成した結果、品種・系統の識別に

有効であったが、増幅断片の由来が定かでなくデータの解釈が困難であるため、系統分

類には不適であった。

スモモ亜属、モモ亜属とサクラ亜属の問では明瞭な分化がみられ、スモモと類似し

ているユスラウメなどは進化を検討する上で重要な植物と考えられた c
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Table 5・2・1.Representa“ve plants in l'!"nophora and Amygdalus for RAPD analysis 
Code Varieties !!睦

Nankou Mum. 
2 Bungo (single) !¥Ium. 
3 Sumomoume 九lume
4 Heiwa Apricot 
5 NepaJ apricot Apricot 
6 Ren・xing Apricot 
7 Siberian apricot '¥pricot 
8 Mai・huang-zhun-泊ng ，¥p同cot
9 Manzaemon Plun官

10 Spinosa plum Plum 
11 Sun Prune Plum 
12 Karari (Hua-lou-Ii) Plum 
13 Myrobalan 420-2-2 Plum 
14 Hakutou P.ach 
15 Ohatsumomo Pe.εh 
16 Tibetan p回 ch Peach 
17 Chinese bush cherry Chern' 
18 David p回 ch P.ach 
19 Almond 85289 Almond 
20 Ohiyomomo Almond 
21 Almond 85124 ¥Imond 

Table5・2・2.Rep開 sentativel'arieti四 inCerasus for RAPD analysis 
Code Varieties Type 
1 Bing Cherry 
2 English Morello Che町

3 Chinese bush cherry 0'..叩 ta) CherTJ' 
4 Aobazakura Ch .. η 
5 Niwaume (Y咽'.0刷 CherTJ'

6 Colt Ch.rn' 
7 Chishimazakura Chern 
8 F吋izakura CherTJ 
9 Chinese cherry (Aki .. 叫 Ch'rTJ'
10 Napoleon Ch.町
11 Frutico愚直 Ch.rη 
12 Mont Morency Ch .. η 

. 13 Chinese cherry (T..ko...) ぞ伺h.町町

14 Cαhou吋~i包za時ku町r悶畠 団 e町

1臼5 Aoha“da 伯A.
16 Ma凶h司M凶a剖le油bcb附e町rr吋'Y Chtn円町下

17 Niwaum官ne(刑Na，...叫 Ch.町rrηヲ.

18 Niwau叩E町m胆e(A肘，曲由...問..k附iり Ch.町r円町T吋守

19 Chines鍵ehush cherry (Ok.y.圃・ 1町 Ch.rr下
20 Niwazakura (W1oi凶 Ch.. η 
21 Niwazakura (PI.k) Ch'rTJ' 

Specics 
P.mume 
P.mume 
P.mume 
P.armenUzca 
P.armenUzca 
P.armenUzca 
P.sibかica
P.armenUzca 
P.salicina 
P.spinosa 
P.domestica 
P.salicina 
P.cerasifera 
P.persica 
P.persica 
P.mira 
P.tomentosa 
P.davidiana 
P.amygdalus 
P.trぜ10伽z
P.amygdalus 

主主ies
P. avium 
P. cerasus 
P. tomentosa 
P. lannesiafUl 
P. Japonica 
P. avium xpselU10cerasus 
P. nipponica 
P. incisa 
P. pauciflora 
P. avium 
p， fruticosa 
p， cerasus 
p， pauciflora 
p，叩etala
P. lannesUzfUl 
p， mahaleb 
P. Japonica 
P. Japonica 
P. tomentosa 
P.glandulosa 
P.glandulosa 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

Fig.5-2・1.RAPD patterns of 21 representative varieties 
in Prunophora and Amygdalus by primer 145 . 
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Fig. 5-2-2. RAPD patterns of 21 representative varieties 
in Prunophora and Amygdalus by primer 146 . 
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4 Heiw・
5 Nepal apricot 
7 Siberiao apricot 
8 Mai-bua阻g-zhun-xing

6 Reo-ling 
Naokou 

2 B園田go(sigle)

14 Hakutou 
15 Obatsu皿。回。
18 David peacb 
19 AI皿 ond85289 

17 Cbioese busb cherry 

20 Ohiyomomo 
16 Tibetan Peacb 
10 Spinosa plum 

11 Sun Prune 

13 Myrobalan 420-2-2 

9 Maozaemoo 
12 K町 ari(Hua.lou-li)

3 Sumomoume 
21 AI皿 ood85124 

「一一寸
10 20 

「一寸
30 4(】

!DifTrent band n umh.n 

Fig.5・2・3.Dendrogram of representative varieties in 
Prunophora and Amygdalus by c1uster analysis using 
group average method. 
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Fig.5・2・4.Scattergram of rep陀 sentativevarieties in PrunopllOra 
and Amygdalus by quantification of the third type. Each material 
was plotted according to its principal component score. X-
axis : first component， Y -axis : second component. 
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E E 

E士ヨ 岨;:."l 唖倒防. [::::l E司園
舟 1 ョ-・・・圃 .，・哩喧喧111ιι ~ ~". ~ 

Eg位記持率-襲警ご時語録重工I
t i詑争IIE咽 172き哲アモ量|・・-駐F h 司齢 E 

Fig.5-2・5.RAPD patterns of 21 representative varieties 
in Cerasus by primer A 18 . M indicates Hin d m digested 
lambdaDNA. 

Fig.5・2・6.RAPD patterns of 21 representative varieties 
in Cerasus by primer A 19. M indicates Hin d I1I digested 
lambdaDNA. 
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2 Engllshルlorello
12恥10ntMorency 
11 Frutlcosa 
6 CoJt 
16 Mahaleb cherry 
1 Bing 
10 Napoleon 

4 Aobazakura 
15 Aohada (Aobazakura) 
7 Chlshlmazakura 
8 FuJlzakura 

9 Chinese cherry (Akltsu) 
13 Chinese cherη(Tenkouen) 
14 Choujizakura 
20 Nlwazakura (White) 
21 Niwazakura (Pink) 
17 Niwaume (Nagano) 

18 Nlwaume (Arakawaoki) 
5 Nlwaume (Yamagata) 

3 Chlnese bush cherry (Yamagata) 
19 Chinese bush cherry (Okayama Univ.) 

。 10 20 30 40 

(Differnr band number) 

Fig.5・2・7.Dendrogram of representative varieties in 

50 

Cerasus by cluster analysis using group average method. 

2 

。

-1.5 
-2 

.~lj)7 .ZdI" 

.19 
P.tomimwsa 

.3 
P.fom.entora 

Y -axis 

。

.~ 

-844 

X -axis .. ~ 

.11 .1 ・10

.2 .12 

Fig.5・2・8.Scattergram of representative varieties in 
Cerasus by quantification of the third type. Each material 
was plotted according to its principal component score. X-
axis : first component， Y -axis : second component. 
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第5章

Table 5・2-5.Representative plants for PCR by designed primers 

Code Varieties Type SFcies 

Nankou 恥1ume P. mllme 

2 8ungo Mume P. mume 

3 Sumomo ume 恥1ume P.mllme 

4 Heiwa Apricot P. armeniaca 

5 Ren-xing Apricot P. armeniaca 

6 Siberian apricot Apricot P. sibirica 

7 Alpine plum Apricot P. brigantina 

8 Manzaemon Plum P. sa/icina 

9 Krikon Damson Plum P. insititia 

10 Whlte Plum Plum P. saIicina 

11 Myrobalan plum 420-2・2 Plum P. cerasifera 

12 Splnosa plum Plum P. spinosa 

13 Sun Prune Plum P. domestica 

14 8each plum Plum P.maritima 

15 Western sand cherry Plum P. besseyi 

16 Hakutou Peach P. persica 

17 Tibetan peach85054 Peach P. mira 

18 Ohatsumomo Peach P. persica 

19 David peach Peach P. da~'idiana 

20 Almond85124 Almond P.amygdallls 

21 Ohiyomomo Almond P.triloba 

22 Chlnese bush cherry Cherη P. tomentosa 

23 Nlwaume Cherry P.japonica 

24 Napoleon Cherry P. avium 

25 Mont Morency Cherry P. ceraSllS 

26 Mahaleb cherry Cherry P. mahaleb 

27 Chinese cherry (Akitsu) Cherry P. pauciflora 

28 Chlnese cherry (Tenkouen) Cherry P. pseudocerasus 

29 Fujizakura Cherry P. incisa 

30 Houkizakura Cherry P. fruticosa 

31 Aobazakura Cherry P. UInnesiana 

32 Choujlzakura Cherry P. apetala 

33 Colt Cherry P. avium x pseudocerasus 

34 Chishimazakura Cherry P. nipponica 

3S Nlwazakura (White) Cherry P.glandlulosa 

36 Niwazakura (Pink) Cherry P.glandulosa 
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2.0 kbp 

500bp 
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516 17181920 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 313233 34 35 36 

Ml 2 3 4 5 6  7 8 9101112131415161718192021222324252627 2829303132333435 36 

1・・・・・・・・・・・E221355苦難制時;日議事手司
l!!IIl ーー:司 ヨdE 

Fig.5・2-10.DNA fingerprints amplified by designed primers for 
NTS region (A)， minisattelite region of Per gene (B) and 
minisattelite region of telomere region (C). M indicates 
Hin d rn digested lambda DNA. 
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第5章

第 3節 葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLPによるサクラ属

植物の系統分類

I~ 的

本章第 2節で、ゲノムの類似'性による系統分類を行い、ユスラウメ (Chinese bush 

cherry)、光核桃(Tibetanpeach)、スモモなどの品種・系統がサクラ属植物の進化過程に

おいて重要であることが推察されたc しかしながら、進化過秤.を考察するトで、これら

の方法で得られたデータは、交雑による変異を含むため、その評価は非常に困難であるっ

そこで一般的に細胞質遺伝し、保存性の高い葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP

法を適用し、その領域におけるサクラ属植物の遺伝的変異を調査する。

材料及び方法

1 ).材料

農林水産省果樹試験場千代田岡場、長野県果樹試験場、群馬県問芸試験場、京都府

立大学で保存きれているウメ 3系統、アンズ4系統、スモモ9系統、モモ4系統、アーモ

ンド2系統、ユスラウメ 1系統、ニワウメ l系統、ニワザクラ 2系統、オウトウ5系統、サ

クラ6系統、の合計30種37系統を実験に供試した(Table5-3-1)。

2).方法

第 l章第 3節の方、法に従った。

結 果

1).STSプライマーによる特定領域の増幅と DNA多型

葉緑体にコードされているpsbA遺伝子領域、 rbcL-ORF106遺伝子問領域、及び、

atpB-rbcL遺伝子問領域、 matK遺伝子領域を4組のSTSフライマーにより増幅した結果、

psbA遺伝子領域で、はで約1.1kb、 rbcしORF106遺伝子問領域で約3.2kb、atpB-rbcL遺伝

子問領域で、約2.1kb、matK遺伝子領域では約1.5kbpの増幅断片が得られ、これらの増幅

産物の断片長は系統問で全て相同で、欠損挿入などの変異は認められなかった(Fig.

5-3-1)。このため増幅産物6種類の4塩基認識制限酵素(AluI. Hae m Hha 1， Msp I. Nla m 
Rsa 1)、2種類の5塩基認識制限酵素(Hinf 1， Scr FI )、 4種類の6塩基認識制限酵素(Mboll， 

Eco RI， Eco RV， Sau 3AI )で消化したc 消化物を3%のシーケムアガロースゲjレで電気泳

動し、各制限酵素の認識部位の有無を調査した O

12種類の制限酵素について各増幅断片のRFLPハターンを調査したところ、 psbA遺

伝子領域で、はMboII処理でスピノーサスモモ、及びコード番号25から 35番のサクラ品種・

系統に、 Msp1処理で‘ナポレオン'、 ‘マハレブ' ‘コルト， (Fig_ 5-3-2)、Rsa1で

‘山杏， (Siberian apricot)に特異的な多引が検出きれた rocL-ORF106遺伝子問領域で

はAlu1で‘白桃'、 ‘おはつもも'、 ‘花螺李'に、 EcoR¥-処理で‘マリチマ'

(Beach pl um)とコード番号25から 35番のサクラ品種・系統に、 Hinf 1処理でコード番号

25から 35番のサクラ品種・系統に、 九[boII処理で‘ホウキザクラ'に、 Msp 1処理で
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コード番号25から35番のサクラ品種・系統に(Fig.5.3.3)，、 Sau3AI処理でコード番号

16から21番のモモとアーモンドに、 ScrFI処理で‘チョウジザクラ'に多型が検出さ

れた。 atpB-rbcL遺伝子問領域で、はAlu1処理で‘ナポレオン'、 ‘マハレプ' ‘コルト'

に、 HinfI処理で光核桃と‘アルパインフラ 1¥'、及びコード番号25から 35番のサクラ

品種・系統に、 MboII処理でアーモンド5124に多古!!が検出きれた。これらの多型め模式

図をFig.5-3-4にまとめた口

得られた多型の中で、スモモ、モモ亜属とサクラ亜属に分かれるハターンが3種類

の処理で検出された。 12種類の制限酵素について、全く多型を示さなかったものを lつ

のグループにまとめた結果、 Aから Nの14のグルーフに分類、できた(Fig.5.3・5)τ グルー

プAとグループNはそれぞれスモモ亜属の集団、サクラ亜属の集団で、ユスラウメ、ニ

ワウメ、ウエスタンサンドチェリーやニワザクラなとぞのMicrocerasus植物はAのグルー

プに属する他のスモモ亜属植物とRFLPパターンが相同であった。得られた多型をもと

にNei&Li(1979)の計算式で遺伝距離を求めた(Table5.3.2)"最小でグループAとグルー

プBの間で0.0006、最高で、グルーブHとグループKの問で0.0159であったとサクラ亜

属植物とスモモ、モモ亜属植物の亜属問の遺伝距離は大きかったー各グJレーフ間の遺伝

距離をもとにUPGMAで系統樹を作成した(Fig.5.3.6) 系統樹は大きくサクラとスモモ・

モモの2グループに分かれた O スモモ・モモのグループでは‘マリチマ'、 ‘アルハイ

ンブラム'及び光萩桃、モモ・アーモンドの順に遺伝的に遠縁であった=サクラのグルー

プでは甘果オウトウはサクラ及び酸果オウトウと遺伝的に遠縁であったc

考察

1).STSプライマーによる特定領域の増幅と DNA多型

増幅の結果、得られた断片長に多型が検出できなかったので、これらの領域におけ

るRFLPsを検出するために12種類の制限酵素で、増幅断片を処理したー制限酵素の認識部

位数が増加するにつれてDNA多型の出現頻度は低下し、切断が起こらないものもあった O

一方、 4塩基認識や5塩基認識の制限酵素では認識部位が比較的少ないことから切断は起

こりやすく、 DNA多型の出現頻度もそれにつれて増加したで検出された多型のうちサク

ラ亜属とスモモ・モモ亜属に分ける多型がみられ、これらの集団は比較的早期:二分岐し

たと推察している。 Rehder(1945)、田中(1948)は形態的特性により ‘ウエスタンサンド

チェリー'、 ‘ユスラウメ'、 ‘ニワウメ'、 ‘ニワザクラ'をサクラ亜属に分類して

いるが、これらの品種・系統はスモモの集団と近縁であった=これらの接ぎ木親和性は

スモモ亜属、モモ亜属の植物で高く、オウトウでは低いという調査報告がなされている

依信)ことから、 ‘ユスラウメ'、 ‘ニワウメ'などはスモモ亜属、モモ亜属に近縁で、

スモモ亜属に属すると考えられたと1 また‘マリチマ'、 ‘光核桃'はRAPD分析の分類、

結果と同様にスモモ、モモ亜属内でも変異の大きい植物で、地理的環境を考慮すると独

自に進化したのではないかと推察されるハ ‘マリチマ'はサクラと同様にrbcL.ORF106

遺伝子問領域において EcoRVの認識部fil:を持ヮていた アメリカスモモの‘グコ一'

にも同じ結果がみられたため、アメリカスモモはスモモ亜属の中で比較的遠縁であるも

のと推察した。この変異は単なる並行進化で、あるいはアメリカスモモがサクラに近縁
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であるために生じたと推察されるが、アメリカスモモについての知見が少ないために検

討できなかった。スピノーサスモモが示した変異について第 2章第 3節で考察したよう

に、倍数体仮説において‘ミロバランスモモ'が母系で‘スピノーサスモモ'が父系で

あると予想きれた。

葉緑体DNAの特定領域を!日いたPCR-RFLP法はカキノキ科のDiospyros属(米森ら、

1994)やバラ科(武内ら、 1995)の分類、に用いられ、同手法が系統分類学上有効であると

述べている。サクラ属植物においてはBadenesとParfi tt(1995)が9種のrbcしORF106遺伝

子問領域のRFLPパターンを調査しており、その結果は本実験で得られたものと矛盾し

ていなかった。 Uematsuら(1991)は葉緑体DNAのRFLPハターンからアンズがサクラ属果

樹の祖先型であると述べているが、 BadenesとParfittと同様に、 RAPD分析及び本節で得

られた結果からは推定できず、むしろ近代において派生したものと考えられた P. 

cerasus はP.fruticosa x aviumの交雑により生じたと考えられている(Sauer、 1993)が、

本研究ではこれを支持する結果が得られた0;¥Va抗tkin州1S叫S吋(1976)iはまPわrUT川U山叩l汀川nop凶h】O山I

Microc白er;3SU凶IβS植物がサクラ属のi進隼化j過喧樫の可中JJ心L心、となワたのではないかと提言し、

Bade町叩nesとPa剖rf白f白itdはまこの説を支持でで、きないと述べている Bade引伺nesらは単単4 に、 P円r牟-ur山J汀nophora

植物のRFLPsの出現頻度がCerasus植物などと比較して少ないことから支持できないと

述べているが、基準とする種を変えればこれらの変異は正逆になり、この考察は評価で

きないと考える。

サクラ属植物の葉緑体DNAの全長は約135kbp前後と報告されていることから、本実

験では葉緑体DNAの約20分の1の領域しか扱っておらず、進化を論じる iてで、データの信

憲性にかけるものと考えている。偶発的に検出された多型!はなく、データに信頼性があ

ると考えられるが、得られた傾向については、葉緑体DNA全域を対象とした実験手法で

再検討する必要がある。

摘 要

葉緑体にコードされているpsbA遺伝子領域、 rbcL-ORF106遺伝子問領域、及び

atpB-rbcL遺伝子問領域、 matK遺伝子領域を増幅する 4組のSTSフライマーにより、 4領

域の増幅を行った結果、 psbA遺伝子領域ではで、約1.1kb、 rbcL-ORF 106遺伝子問領域で

約3.2kb、atpB-rbcL遺伝子問領域で約2.1kb、matK遺伝子領域では約1.5kbpの大ききの

増幅断片が得られ、これらの増幅産物の断片長は系統間で全て相同で、欠損挿入などの

変異は検出できなかった。 12種類の制限酵素について各増幅断片の RFLPノtターンを調

査したところ、 psbA遺伝子領域で、はMboII処理でスビノーサスモモ、及びコード番号25

から 35番のサクラ品種・系統に、 MspI処理で‘ナホレオン'、 ・マハレプ' ‘コ jント'、

Rsa 1で‘山杏'に特異的な多型が検出された rbcL-ORF 106遺伝子問領域ではAlu1で

‘白桃'、 ‘おはつもも'、 ‘花螺李'に EcoRV処理で‘マリチマ'とコード番号25

から 35番のサクラ品種・系統に、 HinfI処理でコード番号25から 35番のサクラ品種-

系統に、 Mbo II処理で‘ホヴキザクラ'に、 A1sp 1処用でコード番号25から 35番のサ

クラ品種・系統に、 Sau 3AI処理でコード番号16から 21香のモモとアーモンドに、 Scr

FI処理で‘チョウジザクラ'に多引が検出された-atpB'rbcL遺伝子問領域で、はAlu1処
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理で‘ナポレオン'、 ‘マハレプ' ‘コルト'に、 Hinf1処理で光核桃と‘アルパイン

プラム'、及ぴコ}ド番号25から35番のサクラ品種・系統に、 MboII処理でアーモンド

5124に多型が検出された。

得られた多型の中で、スモモ、モモ亜属とサクラ亜属に分かれるパターンが検出き

れた。 12種類の制限酵素について全く多型を示さなかったものを1つのグループにまと

めた結果、 AからNの14のグループに分類、でき、グルーフAとグル-7Nはそれぞれスモ

モ亜属の集団、サクラ亜属の集団で、ユスラウメ、ニワウメ、ウエスタンサンドチェリー

やニワザクラなどの植物はAグルーブに属し、他のスモモ亜属植物と RFLPパターンが

相同であった。各ク。ループ聞の遺伝距離をもとにじPGi¥[Aで系統樹を作成したご系統樹

はサクラとスモモ・モモの2グループに分かれ、これらの集団は比較的早期に分岐した

と推察される。
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Table 5-3・1.Representative plants for PCR・RFLPanalysis 

Code Varieties Type species 

1 Nankou Mume P.mume 

z Bungo Mume P.mume 

3 Sumomoume Mume P. mume 

4 Heiwa Apricot P. armeniaca 

5 Ren-xing Apricot P. armeniaca 

6 Siberian apricot Apricot P. sibirica 

7 Alpine plum Apricot P.brigantina 

8 恥fanzaemon Plum P. saIicilla 

9 Kararl (Hua・lou-U) Plum P. salicilla 

10 Krikon Damson Plum P. insititia 

11 Whlte Plum Plum P. saIicilla 

12 Myrobalan plum 420-2・2 Plum P. cerasifera 

13 Spinosa plum Plum P. spillosa 

14 Sun Prune Plum P. domestica 

15 Beach plum Plum P.maritima 

16 Western sand cherry Plum P. besseyi 

17 Hakutou Peach P. persica 

18 Tlbetan戸ach8S0S4 Peach P. mira 

19 Ohatsumomo Peach P. persica 

20 David peach Peach P. dnvidiana 

21 Almond8S 124 Almond P.amygdnlus 

22 Ohlyomomo Almond P.lriloba 

23 Chinese bush cherry Cherry P. tomelltosa 

24 Niwaume Cherry P. japollica 

25 Napoleon Cherry P. avium 

26 Mont Morency Cberry P. cerasus 

27 Mahaleb cherη Cherη P. mahaIeb 

28 Chinese cher・ry(Akitsu) Cherry P. paucijlora 

29 Chinese cberry (Tenkouen) Cherry P. pseudocerasus 

30 FuJizakura Cherη P. incisa 

31 Houkizakura Cherry P. fnlticosa 

32 Aobazakura Cherry P. 1annesiana 

33 Choujlzakura Cherry P. apetlUa 

34 Colt Cherry P. avium x pseudocer，国 us

35 Chlshlmazakura Cherry P. nipponica 

36 Nlwazakura (Whlte) Cherry P.glandulosa 

37 Niwazakura (Pink) Cherry P.glandlllosa 
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A M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12則 415 16 17 18 19 2021 2223 24お話27沼 29却 3132お 3435誕 37

B: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 131415 16 1718 19却 212223 24お 26272829却 3132お 3435 36 37 

C ~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 131415 16 1718 19却 212223 24お 2627却 29却 3132お 3435 36 37 

~ 

D 
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Fig.5・3・1.Amplifications of psbA (A)， rbcL-ORFI06(B)， 
atpB・rbcL(C)and matK(D) regions from genomic DNA 
of 37 representative varieties. 
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8)Manzatmon IO)Krlkon D町田nII)Whitt Plum 
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C: 7)Alplnt plum 
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H : 18)Tlbtlan peach 85054 
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Fig. 5-3-5. Grouping of ，'arieties based on tbe RFLP patterns of amplified 

DNAfr量gments.

TableS-3-2. Genetic distances hetween each group classified on the hase of RFLPs 

Cod. 

Group A 

2 Group B 

3 GroupC 

4 Group 0 

5 Group E 

6 Group F 

7 GroupG 

ー

Group H 

事 Group 1 

10 Group J 

11 Group K 

12 Grnup L 

13 Group M 

14 2虫E..!:!

2 3 4 5 
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Prunophora and Amygdalus 

A

B

I

E

 

G 

C

H

F

 

Cerasus 

0.01 0.005 O.帥 O

Genetic distance 

Fig.5-3・6.Phylogenetic tree constructed by UPGMA. 
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第4節 サザンプロット解析によるサクラ属植物の系統分類

[1的

本章第3宣告で、 4種類の葉緑体DNA特定領域について遺伝的変異を調査し、多くの知

見を得たが、これらは葉緑体DNAのごくわずかな領域を対象としているため、得られた

傾向については異なる手法で再検討する必要がある J 葉緑体DNAのRFLPパターンによ

りサクラ(Kanekoら、 1986)、スモモ、モモ亜属(じematsuら、 1991)を中心に系統分類が

行われているが、亜属聞の類縁関係は不明であり、供試数も少ないため得られた成果は

少なかった。そこで葉緑体DNA断片をフロープとしたサザンプロット解析により多数の

サクラ属植物の遺伝的変異を再度調査し、それらの系統分類と進化過裡を検討する。

材料及び方法

1 ).材料

農林水産省果樹試験場千代田開場、長野県果樹試験場、群馬県閏芸試験場、京都府

立大学で収集、保存されているウメ 3系統、アンズ4系統、スモモ7系統、モモ4系統、

アーモンド2系統、サクラ7系統、の合計22種27品種・系統を供試した(TableS・4-1)。

2 ).方法

第l章第2節の方法に従った。但し、制限酵素にはBamHI、EcoRI、EcoRV、Hin

dill， Xba 1の5種類の制限酵素(TOYOBO.Co.Ltd.)を用い、消化反応はマニュア Jレに従って

添付のバッファーを希釈し、 37
0

Cで1晩処理したーまた、プロープにはTable5-4-2に示

す6種類のDNA断片を用いて分析した ο データ解析にはじPGtvlA‘法(Sneath. Sokal、1973)

とNJ法(Saitou. Nei、1987)により系統樹を作成したι

結果

5種類の制限酵素と6種類のプロープで調査した結果、 EcoRIを除く全ての酵素処理

でDNA多型が検出された。 BamHI処理でフロープ問、 EcoRVでフロープP6、.¥"ba1で

プロープP2を用いて作成したサザンハイプリダイゼーションハターンをFig.5-4-1のA、

B、Cに示した。 BamHIでは山杏、スヒノーサスモモ、 ‘白桃'、 ‘おはつもも'、チ

ベットピーチ85054、山桃(Davidpeach)、アーモンド85124で、RFLPsが検出された;:>Eco 

RVでは、 ‘李梅'、 ‘山杏， (Siberian apricot)， ‘万左衛門'、 ‘ク 1)コンダムソン'、

‘マリチマ， (Beach plum)、 ‘白桃'、 ‘おはつもも'、アーモンド85124、マハレプ、

中国オウトウ』こRFLPsが検出きれた。 HindIIrC'、は、 ‘李梅'、山杏、 ‘万左衛門'、ウエ

スタンサンドチェリー、オヒヨモモ、ユスラウメ(Chinese bush cherry)、Xba1では、 ‘李梅' 、

山杏、 ‘万左衛門'、 ‘白桃'、 ‘おはつもも'、アーモンド85124、ユスラウメで

RFLPsが検出された。

これらの多型をもとに識別できなかった品種・系統を 1つのグループにまとめた結

果、 AからKの11個のグループに分類することができ t-:(Table5-4-3). Aのグルーフは最

も大きい集団で、主に PrunophoraとCerasusから構成されている。 Bでは‘李梅'と

‘万左衛門'が、 Dでは‘クリコンダムソン'、 ‘マリチマ'、中国オウトウが同ーの
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グループに分類された。これらのデータをもとに Nei&Li(1979)の計算式で、遺伝距離を求

めた(Table5-4・4)。最小でグループAとグループBの間で0.00049、最高で、グループC

とグループEの間で0.02776の数値を示した。各グルーブ間の遺伝距離行列をもとに

UPGMAで系統樹を作成した(Fig.5-4-2)。系統樹は階層的にクラスタリングしており、

山杏とスピノーサスモモが他の品種・系統と遺伝的に遠縁であった-NJ法により系統樹

を作成した結果、グループAを中心に山存とスヒノーサスモモなどの変異に富んでいる

品種・系統が放射状に分岐した(Fig.5-4-3)c 

考察

葉緑体DNA断片をプロープとしたサザンプロット解析により、前節で得られた結果

の真偽を検討した。サクラ亜属植物はDNAの抽出が困難であり、多くの系統を供試する

ことができなかった。このためMicrocerasus植物が中心となり、サクラ亜属とスモモ・

モモ亜属は明瞭に分ることができず、グループAに混在していた。グループBでは‘李

梅'と‘万左衛門'が相同なRFLPパターンを示し、第2章第5節の結果と併せると、

‘李梅'はP.saJicina xmumeの交雑により生じた種問雑種であることが考えられた。ス

ピノーサスモモが示した変異について第 2章第 3節及ぴ第5章第3節で考察したよ与に、

倍数体仮説が正しいとすればミロバランスモモが母系でスヒノーサスモモが父系である

と予想された。このスピノーサスモモは山杏と同じように遺伝的変異が極めて大きかっ

た。これらの品種・系統は優位に多引が検出きれ、制限酵素認識部位の変異だけでは説

明することが難しく、サイズなど直接的な構造の差が影響しているのではないかと考え

る。グループDとグループFの組み合わせについてはこれらの品種・系統の接点は見あ

たらず、今後検討すべき課題となった c

ニワザクラとニワウメはセイヨウノてクチノキ(Commoncherry laurel)と同じように、

Prunophoraと、大きな集団を形成した。変異が見られた種は諸特性を考慮しても相互に

接点が見られず、これまで得られてきた知見を併せると、これらの集団は変異が見られ

た種の母集団になっていると考えぎるを得ない己現在、 AIicorocerasus植物はサクラ亜

属に分類されているが、 RAPD分析法、 PCR-RFLP分析、サザンプロット解析の結果か

ら、これらはスモモ亜属に属すると考えられる c このように、スモモ亜属と

Micorocerasus植物が同じグループに属していると仮定すると、遺伝的変異、形態的変

異、接ぎ木親和性、交雑和合性などから得られる類縁関係は全て矛盾することなく、こ

れらのグループがサクラ属果樹の中心植物であることを示唆している。ノ、ナザクラは遺

伝的変異が大きいため、サクラから現在のスモモ、モモ亜属が誕生した左推定 Lている

報告例が多く、これらの考え方からはWatkins(1976)のサクラ属果樹の進化説は受け入

れられていない。進化過程において核交雑がもたらすものは大きいが、現段階では核交

雑による遺伝的変異の蓄積過程を推定することは不可能である。このため、オルガネラ

など交雑の影響を受けにくいDNAの突然変異をもとに進化過程を類推する手段が取られ

ているが、針葉樹のように必ずしも台致すろとは|現らない サクラ属果樹は、スモモ亜

属、モモ亜属、サクラ亜属の3つに大別されるが、ゲノム全体での遺伝的変異を検討す

ると、ル!icorocerasus植物を含むスモモ亜属が大きく、サークラ属果樹の進化過程で、母集
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団となったのではないかと類推されたe

PCR-RFLP分析法では、認識部伎の少ない酵素を利用できるため、多型!の出現頻度

か渇く、断片長に差が見られない場合、その評価が容易であったのに対し、サザンプロッ

ト解析では、供試材料の葉緑体DNAの構造差が直接影響し、サイズが異なると考えられ

るものについては多型が優位に出現し、多少のデータの偏りがあると推察されたO この

ため、さらに多くのプロープと制限酵素を加えて、信頼度の高いデータを築き上げてい

く必要がある。

摘要

葉緑体DNA断片をプロープとしたサザンプロット解析により、サクラ属植物の類縁

関係を調査した。 5種類の制限酵素と 6種類のブロープ、で、調査を行った結果、 EcoRIを除

く全ての酵素処理でDNA多型が検出されたう供試したサクラ亜属植物はMicrocerasusが

中心となったため、サクラ亜属とスモモ・モモ亜属は明瞭に分けられず、同ーのグルー

フのに混在していた。 ‘李梅'と ‘万左衛門'は相同なRfLPハターンを示し、 ‘李梅'

はYsalicina xmumeの交雑により生じた種問雑種であると考えられた C スピノーサスモ

モは遺伝的変異が極めて大きく、倍数体仮説が正しいとするとミロバランスモモが母系

でスピノーサスモモが父系であると予想、された。ニワザクラなどのMicrocerasus植物は

スモモ亜属と大きな集団を形成し、サクラ属果樹の進化過程で母集団となったのではな

いかと類推された。
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Table 5-4・1.Representa舗vevar色it田 forSouthern blott analysis 

Code Varaie舗es !IP! ~民i回
1 Nankou Mume P.mume 
2 Bungo Mume P.mume 
3 Sumomoume Mume P.mume 
4 Heiwa Apricot P. armeniaca 
5 Ren-xing Apricot P. armen白ca
6 Siberian apricot Apricot P. sibirica 
7 Alpine plum Apricot P. brigantina 
8 Manzaemon Plum P. salicina 

9 Krikon Damson Plum P. imititia 
10 Myrobalan plum 420・2・2 Plum P. cerasifera 

11 Spinosa plum Plum P. spinosa 
12 Sun Prune Plum P. domestica 
13 Beach plum Plum P. maritima 
14 Western sand cherry Plum P. besseyi 

15 Haku句u Peach P. persica 

16 Tibetan peach85054 Peach P. mira 

170hatsumomo Peach P. persica 

18 David peach Peach P. davidiana 

19 Almond85124 Almond P. amygぬlus

20 Ohiyomomo Almond P.的i10ba

21 Chinese bush cherry Cherry P. tomentosa 

22 Niwaume Cherr P. japonica 

23 Mahaleb cherry Cherη P. mahaleb 

24 Chinese cherry Cherry P. pauciJlora? 
25 Niwazakura (White) Cherry P. glandulosa 

26 Niwazakura (Pink) Cherη P. glandulosa 

27 Common cherry laurel Cherry P. laurocera.fUs 

Table 5・4・2.Characteristics of Dig-Iabbeled prob四 usedin this experiment 

Code Portion !Ipe Fragment size Origin 

A psbA PCR fragment #1.1 kbp P. salicina 

E rbcL-ORFI06 PCR fragment #3.2 kbp P. salicina 

F atpB・rbcL PCR fragment #2.2 kbp P. salicina 

P2 ORF62・rpoC2 PUC 19 insert 16，192 bp O. sativa 

P4 pet D -rps 7 PUC 19 insert 14.356 bp O. sativa 

P6 atpH -IRFI07 PUC 19 insert 10，092 bp O. sativa 

# ; Approximate size. 
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A 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2021 22 23 24 25 26 27 第5章

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 19 202122 23 24 25 26 27 

B 

M 1 2 3  4 5 67  89101112131415161718192021222324252627 

C 

Fig.5-4・1.Southern hybridization patterns bewteen genomic DNA of 
representative varieties and Dig labbeled probes. Each combinations 
between restriction enzyme and probe is shown as follows， A ; 
Bam HI / probe P6， B; Eco RV/ P6， C; Xba 1 / P2. M is Hin d m 
digested lambda DNA size marker. 
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Fig.5-4・2.Phylogenetic tree constructed by UPG MA. 
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E 

Fig.5-4・3.Phylogenetic tree constructed by NJ method. 
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総合考察

総合考察

植物の系統進化を検討する場合、進化過程を評価しやすい葉緑体DNAが対象とされ

る場合が多い。制限酵素の認識部位の変異や特定遺伝子の塩基配列を調査し、 DNAの突

然変異率などから、遺伝距離や遺伝子頻度を求め、これらを指標として祖先種などを推

定している。サクラ属においても、l'ematsuら(1986)やKanekoら(1991)は葉緑体DNAの

RFLPパターンにより、スモモ・モモiW属の分類と、サクラの系統分類を行い、前者は

変異の蓄積率からアンズがサクラ属植物の進化のrjJ心となった種であると推論している。

しかし、これら遺伝的変異の大きい種あるいは集団は、世代を多く積み重ねてきた古代

植物、あるいは原生種で、あると考えても、直接の祖先種であると結論づけることはでき

ない。進化過程において、核DNAの交雑がもたらすものは大きく、現在分化した種は核

交雑を繰り返すことによって編成されたゲノムを持つため、交雑を行わないオルガネラ

DNAの遺伝的変異だけをみて進化過程を検討することは、偏った見解を導くものと考え

られる。しかしながら、核交雑による進化過程を解明するには、ゲノムの変化速度が極

めて早いため、その評価が困難である~このため、多くの視点から進化過程を検討し、

矛盾のない結論を導くことが最も妥当な方法であると考える。本論文では、形態的特性、

生態的特性、核DNAを主とする遺伝的変異、細胞質遺伝する葉緑体DNAの遺伝的変異な

ど、これまでの研究成果を参考にして、サクラ属植物の進化過程を考察してみたてサク

ラ属は多くの種が存在するので、進化に重要であると思われる種を特別とりあげて推察

することは難しく、スクリーニングを行う必要がある考えた=このため、実験手順が簡

便で多くの品種・系統を扱う場合に有効なRAPD分析法と葉緑体DNAの特定領域を用い

たPCR-RFLP分析法により、グルーブごとに種・品種の遺伝的特性を調査したコ

スモモ亜属では、ウメ、アンズ、スモモはいずれも近縁であり、相互の交雑により

生じた雑種個体‘仁杏'や‘豊後'など多くみられた:ウメはアンズの影響を受け、現

在の栽培品種の多くは種問雑種が大半を占めている種でその変異は比較的大きいものと

考えられた。アンズは栽培種の他、Llj脊、アルハインフラムなどの近縁野生種が存在し、

山杏とアルパインプラムの遺伝的変異は大きかったハスモモは分布地域が広く、種数も

多いため、 DNAレベルでも遺伝的多様性がみられたc スヒノーサスモモ、マリチマ、

‘グロー'は遺伝的変異が極めて大きく他のスモモと大きく異なっていた D 後者のアメ

リカスモモは葉緑体DNAの特定領域でサクラと共通した変異がみられたc 形態的に原生

種に近いミロバランスモモは他種と接ぎ木親和性が高く、種内の変異が大きいと予想、さ

れることから鍵植物ではないかと推察している。スモモの起源地は特定しがたいが、ウ

メは中国の雲南、四川、チベットなど中国の丙南部に起源し、アンズは中国のチベット、

パキスタンなどヒマラヤの西北部から北部に起源したといわれる C 遺伝的の変異の大き

さから、ウメとアンズはスモモの集団から分化してきたものと推察される c

モモ亜属はモモとアーモンドの2つがあり、モモは揚子江、黄河流域に発達し、アー

モンドは乾燥気候のヒマラヤ西部から北部、ヨーロッハ、ソ連、 It:J同東北部へと進展し

ている。光核桃、山桃など、ヒマラヤから tt1国のIII地に分布し、モモ栽培種とは異なっ
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た分布を遂げている。モモの栽培種には多くの生態型がみられたが、種内の遺伝的変異

は小さく、野生種の光核桃においても同じ結果が認められた。これに対して種聞の変

異は極めて大きく、モモは自殖率が高いことなどからみても発達過程においてそれらの

間で核の移入が生じたとは考えがたいc c アーモンドは個体差が大きく遺伝的に多様で

あると考えられた。葉緑体DNAでは栽培種と野生種の問で、大きな変異は認められず、自

家不和合性であることから、これらの変異は異系交配などの交雑により生じたものと推

察した。オヒヨモモは現在アーモンドに分類されているが、ゲノムの類似性が低く再検

討の余地がある。 Watkins(1979)はモモとアーモンドは同一の祖先種からヒマラヤを中

心に分化したと推定している。モモとアーモンドはともに核の形状、葉形などサクラ属

植物内では特異で、早期にスモモ亜属とモモ亜属が分化したと考えられる。集団として

の変異はアーモンドが大きいため、モモやそれらの近縁野生種はこれらの集団から分化

したものと推察している。

サクラ亜属は観賞用のサクラ、野生のサクラ、オウトウに分類きれるが、観賞用の

サクラは種数が多く、その入手が困難であったため幅広く検香けることはできなかったコ

これまで多くの研究者が観賞用のサクラを分類してきたが、分類基準の設定が合致せず、

類縁関係には暖昧な点がみられる。本論文においても葉緑体DNAと核DNAともに遺伝的

変異が大きく、その類縁関係は明らかにすることはできなかったG ユスラウメ、ニワウ

メなどのMicrocerasus植物は観賞用のサクラとオウトウと類似性はあまり高くなく、こ

れらと遺伝的に遠縁である考えられたぐこれらの接ぎ木親和性はサクラ亜属よりスモモ

亜属とモモ亜属の方が高いこと(田中、 1934)などから、 Microcerasus植物の分類は再検

討の余地があると考える。

このように3亜属の遺伝的特性を調査したが、スモモ、サクラを除く他のサクラ属

果樹では、交雑育種など人工的に手を加えられた栽培種の遺伝的変異は大きくなかったコ

対照的に、光核桃、アルパインブラム、 Microcerasus植物などの野生型の種は遺伝的に

多様で中間的形質を示すものが多かったJ これらの種のサクラ属植物における位置につ

いては討論されておらず、進化過程において非常に興味深い植物である♂このため、こ

れらの品種・系統を含め、形態的、生態的、遺伝的変異の3面からサクラ属植物の類縁

関係と進化過程の推定を試みた。

形態的にはスモモとサクラが類似していたが、特にA[icrocerasus植物とスモモ亜属

が類似しており、これらの集団はサクラ属植物の中間的な位置を占めていたョ RAPD分

析では、ユスラウメがスモモの集団に類似し、サクラとオウトウと類似性が低いことが

示唆された。このことは葉緑体DNAにおいてもみられたごスモモの中で原生種に近いと

みなされるミロバランスモモは形態的にも遺伝的にも l¥licrocerasus植物と非常に近縁で

あった。接ぎ木親和性などからみても Microcerasus植物の現在の分類は正しいとは考え

られず、スモモ亜属に属する jjが妥11と思われる:遺伝的変異が大きかったスビノーサ

スモモはミロバランスモモと P.microcarpaの組み合わせで、生じた(Eremin、1985)、また

スモモの倍数体もミロバランスモモとスヒノーサスモモの交雑により生じた(Crane. 

Lawrence、1952)と報告されていることからも、スモモ .AJicrocerasus植物の交雑能力

の高さは多くの種の発達に貢献してきたと思われる亡
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サクラ属の進化過程について、スモモ、モモ車属はサクラ亜属から生じたという見

解がしばしばみられる O 変異の連続した蓄積により現在の網目状分化に歪ったと仮定す

ると、多くのサクラ属植物と交雑和合性や接ぎ木親和性が高い楠物が存在していること

は不自然で、それは支持しにくいものと考える。 Watkins(1976)はこれらのことからサ

クラ属植物の進化にはMicrocerasus植物とスモモ!w属が中心となってきた推察している C

Microcerasus植物やスモモ亜属が持つ集団としての葉緑体DNAの変異は小きいため、こ

の見解は支持しがたいとされている。しかし、変異の蓄積の連続によって網目状に種が

分化してきたと考えるよりは、ミロバランスモモ、ユスラウメなどの原生種に近いスモ

モとMicrocerasus植物が現在の種の祖先的母集団になり、ここから多くの種が分化し、

特殊化していったのではないかと推察する方が妥当である。現存の品種・系統において

も、この母集団から生じたとされるものが存在すること、形態的特性、生態的特性、遺

伝的特性など異なる視点から得られる見地と合致していること、ゲノム全体ではこれら

の集団に十分な変異が認められること、幅広い分布地域を持つことから、この集団がサ

クラ属植物の進化過程において中心的役割を果たしたとし寸仮説は正当性をもち、サク

ラ属植物のルーツはこれら原生種の原産地ときれる中央アジアからヒマラヤ両部の地域

ではないかと考える。
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モモ、スモモなど核果類果樹の育種と台木研究に資するため、分子生物学的手法を

用いてサクラ属植物の類縁関係を明らかにし、進化の過程についても考察を加えた。サ

クラ属(Prunus)はスモモ布.属、モモ亜属、サクラTIE属、ウワミズザクラ亜属、パクチノ

キ亜属の5群に分類されているが、本論文では果樹として重要なスモモ、モモ、サクラ

の仲間を中心に研究を進めた。

供試材料には農林水産省果樹試験場、山形県立聞芸試験場、長野県果樹試験場、福

井県園芸試験場、和歌山県果樹園芸試験場、京都府立大学などで収集保存している来歴

が明らかな品種・系統を用いた。系統分類学的研究には従来の形態的分類を基礎として、

RAPD分析法、サザンプロット解析法、葉緑体DNAの特定領域を用いたPCR-RFLP法な

どの方法による分類を試みた。これらの手法は第1章で報告したとおり、サクラ属果樹

の系統関係の推定に有効と認められたので種類ごとに分類を試み、サクラ属果樹全体の

進化過程を検討した。

主な結果は以下の通りである。

1 ウメは用途によって実梅と花梅に、実梅は果実の大ききなどによって小梅、中梅、

大梅、杏梅などに分類されている。 RAPD分析法によってウメ 58品種・系統の分類を試

みたところ、形態やアイソザイム分析では検定できない品種の識別、同定が可能になっ

た。観賞用の花梅は実梅と遺伝的に近いこと、我が国で栽培されているウメ品種は台湾

のウメ品種とは遺伝的に遠縁で中国大陸から直接渡米したものか、我が国で独自に発達

したものと推定された。小梅から大梅、杏梅とアンズ系のウメに近づくにつれて遺伝的

多様性が増し、品種群のゲノムの類似性が低下した。一方、葉緑体DNAの特定領域では

いずれの品種においても変異は検出できず、これらの領域の保存性は高いものと推察さ

れた。以上の結果から果樹として栽培されているウメは、 1)台湾梅品種群、 2)小梅品種

群、 3)中梅品種群、 4)大梅品種群(白花)、 5)大梅品種群(紅花)、 6)杏梅品種群、 7)李梅品種

群の7グループに大別された。ウメはアンズ、スモモと近縁であり、両者の雑種とみら

れる‘豊後'、 ‘李梅'などがあるつ特にアンズの遺伝的影響は大きく、アンズの形質

をもっウメ品種が数多くみられたの

2. アンズ35品種・系統についてRAPD分析を試みた結果、 P. armeniacaに属す

る 栽 培 種 は中国西部からヨーロッパにかけて分布する H 西方品種群"と中

国 東 部 、 日本などに分布する“東 方 品 種 群 " の 2グ jレーフに大別きれた。

野生種の山杏 (P. sibirica)とア jレハインフラム (P. brigantina)、中国の

‘白杏' と‘仁杏'はこれらの 群には属さなかったて中国のアンズ品種は

遺伝的変異が 大 き か っ た 。 葉緑体DNAの特定領域ではP. armenlaca、 P.

brigantina 、 P. sibiricaの種問で DNA多刻が検出きれたが、 P.

armenlacaの 種 内 で は 変 異 は 認められず、アンズの葉緑体 DNAの保存性は
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高いと推察きれた。

3. スモモには多数の種があるが、 42種類の品種・系統を供試してRAPD分析を

行ったところ、ニホンスモモとヨーロッパスモモの2群に大別されたが、両者の種間

雑種などが多数存在し変異の連続がみられた士アメリカスモモの‘グロ一'と‘マリチ

マ， (P. maritima )はこれらのスモモと類似性が低かった p ニホンスモモ(P.sal ici na )、

ミロバランスモモ(P.cersifera )などは2倍体(2n=16)、スヒノーサスモモ(P.spi nosa )は4

倍体(2n=32)、ヨーロッパスモモのP.domesticaとP.i nsi ci ti a は6倍体(2n=48)で、ある。こ

れらの類縁関係を解明するため、パーオキシデース(POX)アイソザイム分析を行った。

ニホンスモモ系の3品種は全て異なるグループに属し、変異が大きいことが認められた口

P. domesticaの‘スタンレー' ‘ピクトリア'に見られるR倍 -asifer・2のバンドはミロバ

ラン373-1-1、ミロパラン420-2-2とPspinosaのいずれかに存在したと葉緑体DNAの特定領域で

は、スピノーサスモモ、 ‘花螺李'、 ‘マリチマ'、 ‘ グ ロ にDNA多型が検出され

た。 ‘マリチマ'と‘グロー'は他のスモモと比べて、早い時期にに分化したのではな

いかと推察され、 RAPD分析の結果とよく似ていた。本実験で検出したスピノーサスモ

モの変異は、 CraneとLawrence(1952)の倍数休仮説に基づいて考慮すると、ミロバラン

スモモは母系でスピノーサスモモは父系ではなしEかと推察きれたご

4. ウメとアンズは近縁なために相五に交雑して生じたと思われる雑種が多数存在す

る。本実験では両者を人工的に交雑して育成したAt¥I系統と MA系統、それに自然交雑種

と思われる品種を形態的特性と RAPD分析により比較検討したc 開花期、花色、葉形指

数、花粉稔性、核の粘離、核の性状でウメとアンズの両方の特性を示したご RAPD分析

の結果は、 ‘豊後'と‘西洋梅'はAM系統と類似度が高く、デンドログラム、散布図

でlつのクラスターを形成した。 ‘高m梅'は日本のアンズと類似度が高く、アンズに

最も近い品種とみなされた。ヨーロッハアンズと中国アンズはこれらの系統と類似性が

低く、交雑に関与していないと思われる c 以上の結果から、 ‘豊後'などの雑種品種は

ウメとアンズの交雑により派生したものであることを証明したで

5 .スモモ、ウメ、アンズはいずれも近縁で相互に交雑可能である O スモモにウメを

人工交雑して育成したPM系統と自然交雑によって生じたとされる‘李梅'、またスモ

モにアンズを人工交雑して育成したPA系統と自然交雑種といわれる‘仁杏' と‘梅桃

杏'を形態的特性と RAPD分析により比較検討したさ g李梅'は形態的にスモモとウメ

の中間の性質を示し、花粉稔性が低く、 P!¥[系統とも形態的、生態的によく似ている O

RAPD分析の結果も PM系統と同じクラスターを形成した: ‘イ二杏'はスモモとアンズの

中間的特性を示し、 PA系統とも似た性質を示した RAPD分析の結果、 PA系統とクラ

スターを形成しなかったが、スモモとアンズの中間の位置にあり、両者の雑種ではない

かと推察された。しかし、 ‘梅桃杏'は形態的にも、 RAPD分析の結果からもアンズの

グルーブに属し、スモモとアンズの雑種とは認められなかった「

186-



総摘要

6. モモの栽培種はP.persicaのみで、近縁野生種には山桃(P.davidiana )、 光核桃(P.

mira)などがある O アーモンド(P.amygdal us )やオヒヨモモ(P.tri 1 oba )はモモ亜属に属し

ており、 Microcerasusのユスラウメ(P.tomen tosa )はモモのわい性台木として利用されて

いるので、これらの49品種・系統の類縁関係を調査した。 RAPD分析の結果、モモは栽

培種(P.persica )と野生種の2つに大別され、栽培種と光核桃の種内変異は小きかった。

ユスラウメ、オヒヨモモ、アーモンドは栽培品種、光核桃、山桃と類似性が低かった O

栽培品種内でのクラスタリングは分布地域を反映していた。葉緑体DNAの特定領域では

アーモンド85214、光核桃、 P.persicaにDNA多型が検出された。栽培種と光核桃内の

遺伝的変異は小さく、ゲノム特，性が他のP斤ru叩I汀mu

種間でで、は十分な変異が見られ、これらの種の特異性は繁殖法、地理的要因などが関与し

ていると思われる。

7. アーモンドは、パキスタンで採集した49系統を供試した。形態的特性とRAPD分

析の結果から栽培型と野生型に大別され、各グループ内の変異は大きかった。葉緑体の

特定領域ではいずれも相同なRFLPパターンを示し、これらの領域では保存性が高いこ

とが確かめられた。アーモンドは自家不和合性を示し異系交配集団であることから、アー

モンドの変異は核依存ではないかと類推した。

8. サクラ亜属には野生種、観賞用のサクラ、オウトウなど多数の種が存在している

が、オウトウを中心に57品種・系統を供試した。 RAPD分析の結果、サクラ、オウトウ、

Microcerasus植物に大別された。サクラは遺伝的変異が大きく類縁関係に不明な点がみ

られたが、オウトウは遺伝的変異が小さく、甘果オウトウと酸果オウトウが区別できた。

ユスラウメ、ニワウメなと寺のMicrocerasusはこれらのサクラやオウトウと類似性が低く

かった O 葉緑体DNAの特定領域では遺伝的変異が大きく、多数のRFLPsを検出した O

Mi crocera s us植物とSL64は他のオウトウやサクラと遺伝的に遠縁で、 RAPD分析の結果

と類似した傾向がみられた。このため、現在の分類は再検討する余地があると考える。

9. サクラ属植物に共通にみられる形態的特性を調査し、主成分分析により代表的な

37品種・系統の類縁関係を推定した。スモモ・サクラのグループとウメ・アンズ・モモ

のグループに大別され、光核桃、アルパインプラム、など特異的な品種・系統はいずれ

ともクラスターを形成しなかった。スモモ・サクラのグループではスモモを中心とする

クラスターと、サクラを中心とするクラスターに分かれ、 Microcerasus植物はいずれ

かのクラスターに属し、形態的に変異がみられた。

10. RAPD分析法と核DNAに存在する 5SrDNAの非転写スベーサー(nontranscribed 

spacer ; NTS)領域の増幅、及び、 Per遺伝子のミニサテライト領域、テロメア領域を参

照にデザインされたプライマーを用いたALPHA法により上述の37品種・系統の類縁関

係を推定した。スモモ亜属とモモ亜属では、スモモのグループは集団として大きな変異

を持ったが、光核桃とアーモンドなどの特異的な系統は極めて類似'性が低かった。サク
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ラ亜属ではオウトウ、サクラ、 Microcerasusの3グループに分類され、ユスラウメはス

モモと高い類似性を示した。 NTS領域の増幅で、は約2.0kbpから約200bpとサイズに変異

がみられ、約500bpの増幅断片は多くの品種・系統で認められた。 ‘仁杏'とミロバラ

ンスモモ、またスピノーサスモモと‘サンブルーン'では特異的な増幅断片を共有し、

これらの間で核DNAの移入が生じたことを示唆していると推察した。サクラ亜属ではl

から 3本の増幅断片がみられ、この領域でスモモ、モモ亜属と大きく異なった。 Per遺

伝子のミニサテライト領域とヒトのテロメア領域の反復配列をモチーフしたプライマー

によるALPHA法は品種・系統の識別に有効であったが、系統分類には不適であった。

1l. 葉緑体DNAの特定領域のRFLPパターンを調査した結果、多数の種特異的な

RFLPパターンが得られた。変異が生じにくい6塩基認識酵素で、スモモ、モモ亜属とサ

クラ亜属に分かれるRFLPが検出された。 12種類の制限酵素について全く多型を示さな

かったものを1つのグループにまとめた結果、 AからNの14のグループに分類できた。グ

ループAとグループNはそれぞれスモモ亜属の集団、サクラ亜属の集団で、ユスラウメ

ニワウメ、ウエスタンサンドチェリーやニワザクラなどのMicrocerasus植物はスモモの

グループに属した。各グループ聞の遺伝距離をもとにUPGMAで系統樹を作成した。系

統樹は大きくサクラとスモモ・モモの2グループに分かれ、これらの集団は比較的早期

に分岐したと推察した。

12. 葉緑体DNA断片をプロープとしたサザンプロット解析により、代表的なサクラ

属植物27品種・系統の類縁関係を調査した o 5種類の制限酵素と6種類のプロープで調

査を行った結果、 EcoRIを除く全ての酵素処理でDNA多型が検出された O ‘李梅' と

‘万左衛門'が相同なRFLPパターンを示し、 ‘李梅'はP.sa1icina xP. mumeの交雑に

より生じた種間雑種であることが考えられた。スピノーサスモモと山杏は遺伝的変異が

極めて大きく、倍数体仮説においてミロバランスモモが母系でスビノーサスモモが父系

であることが確かめられた。ニワザクラなどのMicrocerasus植物はスモモ亜属と大きな

集団を形成し、この集団はサクラ属植物の進化過程において現在の種の祖先となる母集

団の役割をはたし、ここから多くの種が網目状に分化してきたものと推察された。
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We made c1ear the relationships among 丹 unus s戸ciesfor breeding and the 

traαing phyletic evolution of stone fr山ts.We pursuit the new knowledge by 

RAPD analysis， PCR-RFLP method using special regions of chloroplast DNA， 

Southern blot analysis referring the relationships established by morphological 

characteristics. We confirmed these techniques were suitable for identification of 

varieties and phylogenetic studies by previous survey， we c1assified each Prunus 

species and estimated the phyletic evolutions. 

We could identified 58 mume varieties which were not in the past experiments 

and classified them into 7 groups. Japanese mume had lar ge dissimilarity to 

Taiwanese mumes indicating that they had different way of development. 

Flowering mume and fruiting mume had similar genetic bases. Many cultivars 

existed which were derived by intraspecific hybrid with apricots and plums. 35 

apn∞ts were c1assified into “Western group" and “Eastern group" ， but their 

distance was not so large. Siberian apricot (P. sibirica)， Alpine plum(P. 

brigantina)， 'Ren-xing' and ‘Bai-xing' were genetically distant to other 

cultivated apricots. Plums have many species and polypoidy， 

indicating high genetic diversity. 42 plums were divied into “E 

uropean and Japanese， but discrimination between these groups was 

difficult due to the hybrids between them. Beach plum and ‘Glow' ， 

American plums， were genetically distant to those two groups. In 

polyploidy hypothesis of Crane and Lawrence( 1979?に RFLP of 

chloroplast DNA specific to Spinosa pl um suggested it may be pollen 

parent of hexaploids such as P. dom ι口icaand P. insititia.‘Ren-xing'， 

‘Bungo¥‘Sumomoume' were demonstrated to be the natural hybrids 

among plum， mume and apricot comparing RAPD patterns of 

artificial hybrid lines such as AM， PA， PM. 

In peaches， it was confirmed that interspecific dissimilarity was 

smal1 but， intraspecific ones was high. Identification of peach species 

were feasible， because each species was well characterized P. 

am y gdalus ， P. tr i!tフbaand P. tomentosαwere greatly distant to 

cultivated peaches(P. persica). Almond have high heterogous genome 
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considering wide variations even in FI plants. 

Cerasus species were cIassified i nto“Flowering cherry"，“Fr ui ting 

Cher r y"，“Microcerasus". The relationships within“Flower cherry" 

were confusing due to the frequent interspecific variation. “Fr ui t 

cherry" was consisted of P.ανium and P. cerasus and the genetic base 

of it was the narrowest in subgenus Cerasus. Microcerasus plants 

were distant to other two groups. Thus the most relationships within 

each subgenus were cIarified and important species with large genetic 

di ver si ty or inter mediate char acter i stics wer e pr esen ted. 

In order to characterize importance of these interesting plants in 

Prunus species， we wiII establish the reliable relationships of Prunus 

species compar ing mor phol 0 gical and geneti c i n vesti gations. 

Principal components analysis based on the morphological 

char acteristics common to them showed Prul1us species wer e di vided“P 

1 um and cher r y" and “Peach， mume and apr icot". Micor cer asus plants 

wer e so v ar iant to have char acter i stics both of pl u m and cher r y. 

RAPD analysis also indicated that flower cherry and plums have large 

diversities and they were center plants in Prul1ophora and Cerasus. 

Microcerasus plants were genetically similar to plums. Wild species 

showed their own speciality which made difficlllt to consider that they 

had connection with other species in development. The significant 

differences of chloroplast DNA among Microcerasus and Prunophora 

were not obtained by PCR-RFLP and SOllthern blot analysis. 

These results indicated that Microcerasus and Prunophora have 

geneticall y cIose r elationshi ps and ar e cen ter plan ts f or Pr unus 

evolutions and most wild species were divided from them. 
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