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Abstract

Polymorphic analyses of simple sequence repeat regions on chloroplast genomes in 34 vegetables were conducted using a set

of consensus SSR primer pairs. A sufficient number of DNA markers were obtained in this study and could be available for

polymorphic analyses at the species level. The most successful result was obtained from the polymorphic analyses of cultivated

and wild species in Allium. The DNA fingerprints of Allium facilitated the identification of each species except in one difficult

case. The fingerprint of a natural hybrid, A. × wakegi, could not be distinguished from that of its estimated seed parent, A.

fistulosum. The DNA markers obtained from this study seem to have potential not only for breeding purposes but also for

cultivar identification in various species of vegetables.
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緒　　言

育種には膨大な時間と労力を必要とすることから，その

効率化を図るため，DNAマーカーを活用した育種（大澤，

2004）が注目を集め，ネギでは SSRマーカーを指標とした

育種が提言されはじめている（Tsukazakiら，2009）．一方

で，DNAマーカーの開発が進んでいない野菜も数多くあ

る．また，育種の効率化だけではなく，新たに開発された

国産品種の国外への不法な持ち出しと製品の逆輸入，外国

産の加工野菜をめぐる産地偽装や原材料偽装など，新たに

生じてくる様々な問題に対応していく必要である．そこで，

簡便で安定性があり，より多くの野菜に適応できる DNA

多型分析法の確立は急務と考えられる．

我々は，これまでにネギ属植物において，AFLP（Amplifed

Fragment Length Polymorphism）法，SSR（Simple Sequence

Repeat）法による DNAマーカーの開発を行い（荒木・執

行，2007; Arakiら，2010; Masuzakiら，2006），育種や品種

識別などに活用してきた．しかし，これらのマーカーは主

に核ゲノムに存在しているため，細胞質に起因する形質を

対象とする場合は葉緑体 DNA（cpDNA）やミトコンドリ

ア DNA（mtDNA）上のマーカー開発が不可欠となる．

cpDNAは核 DNAよりも進化速度が遅いため，植物の系

統関係や類縁関係を調べる上で多くの情報を提供する

（Wolfeら，1987）．また，200～ 2400 kbのゲノムサイズを

有する植物の mtDNA（竹村・大山，1997）と比較すると，

陸上植物の葉緑体のゲノムサイズは 120～ 160 kbで（杉浦，

1997），高等植物間での DNAサイズの差が小さく，共通の

遺伝子を多く含んでいるため，多数のコンセンサスプライ

マーを設計しやすいという特徴を有している．このため，

Chung・Staub（2003）は cpDNA上に保存された遺伝子領

域にプライマーを設定したコンセンサスプライマー23種を

開発し，これらのプライマーが野菜の多型解析に有用であ

ること，ならびに近縁種の類縁関係を明らかにする上で有

効であることを報告した．

そこで本研究では，Chung・Staubが報告したプライマー
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を用い，野菜 34種類の分析を行って野菜の DNA多型分析

への有効性を再確認するとともに，ネギ属栽培種・野生種

の種間多型解析への応用を試みた．

材料および方法

1．葉緑体 SSRs（cp-simple sequence repeats）分析

ラッキョウとネギ属野生種 4種（Allium galanthum，A. roylei，

A. vavilovii，A. altaicum）の葉身および 34種類の野菜の可食

部を DNA多型検出に供試した（第 1，2表）．供試した野

菜材料の一部は，元山口県農業試験場育種開発部から提供

を受けた．その他は，山口大学農学部において栽培されて

いるものを使用した．各供試材料から前報（荒木ら，2005）

に準じて，全 DNAを得た．抽出した全 DNAを鋳型として，

Chung・Staub（2003）が報告した 23 種類のプライマー

（ccSSR1～ 23）を用いて 94°C・11分の予備加熱，94°C・

60秒，50°C・60秒，さらに 72°C・60秒の 30サイクルを

行った後，72°C・45分の条件で PCR反応を行った．なお，

フォワード側プライマーは，6-FAM，HEXおよび NEDで

蛍光標識した．得られた増幅産物は ABIPRISM 310 Genetic

Analyzerあるいは 3130xl Genetic Analyzer（Applied Biosystems）

により，GeneScan500 ROX Size Standardとともに電気泳動

し，GeneScanソフトウエアあるいは GeneMapper IDソフト

ウエアによる増幅 DNAフラグメントのサイズ判定（bp）に

用いた．

また，cpDNAの多型性に基づいてネギ属植物の類縁関係

を調べるために，得られた PCR増幅産物の有無を，PHYLIP

ソフトウエア Version 3.68（Felsenstein, 1989）を用いて Nei・

Liの方法（1979）により遺伝距離を算出し，NJ法（Saitou・

Nei, 1987）を使って系統解析を行った．

結果および考察

1．野菜 34 種類の多型解析

23種類のプライマー対（ccSSR1～ 23）のうち，ccSSR23

を除く 22種類のプライマー対で増幅産物が得られた．第 1

表に 14種類のプライマー対を用いた際の野菜 34種類の増

幅産物のサイズを，また，その中の一例として 1種類のプ

ライマー対で得られた PCR増幅産物の電気泳動結果を第 1

図に示した．Chung・Stuab（2003）の報告と同じ植物種を

用いた場合，電気泳動法の違いに起因する増幅産物サイズ

の相違がみられたが，概ね同様の傾向を示した．また，単

子葉植物では増幅産物が得られないとされている ccSSR1，

2および 14プライマー対を用いた時，サトイモ，トウモロ

コシ，アスパラガスおよびネギ属植物で増幅産物が得られ

なかった．一方，Chung・Stuabが植物材料として用いてい

ない 12科 22種の材料においても増幅産物が得られたこと

から，本法は野菜の分析に適していることが示唆された．

第 1表には，分析を行った 22種類のプライマー対のうち

14種類の結果しか示していないが，この 14種類のプライ

マー対の分析で，検討に用いたすべての材料間における種

間多型を検出できた．しかし，アブラナ科植物の種内多型

に関しては，Brassica rapa（コマツナ，サイシン，チンゲン

サイ，ハクサイ）と B. oleracea（カリフラワー，キャベツ，

ブロッコリー）においても，検出できなかった（第 1表）．

また，ネギ属植物においては，同じ種（Allium cepa）に属

するタマネギとシャロットの間で違いが検出された．この

ことから，植物種によっては本法が種内変異の検出に有効

であることがわかった．さらに，非常に近縁な植物間でよ

り多くの多型部位を探し出すためには，増幅産物の大きさ

の比較だけではなく，当該領域の塩基配列を決定してサテ

ライト配列の反復の数を確認することや，一塩基多型を検

索することも必要である．

葉の中にみられる葉緑体は種子の中では無色のプロプラ

スチド（原色素体），果実ではクロモプラスト（有色体），

貯蔵組織ではアミロプラストへと分化している（杉浦，

1997）．本研究では野菜の可食部位を実験材料として用いて

いるが，いずれの野菜からも増幅産物が得られたことから，

成長中の葉だけでなく貯蔵器官を分析することも可能で

あった．従って，小売店などで販売されている農産物や加

第 1 図　ccSSR16プライマーで増幅された各種野菜の PCR産物の電気泳動結果
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工品を対象にした試験・研究にも，本法が応用できること

が示唆された．

ccSSR16プライマー対を用いた場合のレンコンとタマネ

ギならびに ccSSR22プライマー対を用いた場合のシャロッ

トとタマネギにおいて 2つの PCR増幅産物が得られた（第

1表，第 2図）．ヒトの mtDNAでは，1個人の中に塩基配

列が異なる複数の mtDNAが存在するヘテロプラスミーと

いう現象が知られている（関口ら，2004）が，cpDNAでは

報告されていない．このような現象は突然変異により起こる

と考えられることから，今後，塩基配列の解析を進め，植

物体 1個体の cpDNA多型性を詳細に調査する必要がある．

2．ネギ属栽培種・野生種の種間多型解析

ネギ属野生種 4種および栽培種 6種については，15種類

のプライマー対で PCR増幅産物が得られ（第 2表），これ

らの電気泳動結果の一例を第 2図に示した．ワケギはネギ

を種子親，シャロットを花粉親とする雑種起源の植物であ

るため（田代，1984），ネギとの間に全く差異はみられな

かった．また，ワケギとネギを除く植物間では，得られた

PCR増幅産物の大きさにそれぞれ違いがあり，これらの有

無を指標として植物種を区別することが可能であった．さ

らに，これらの DNAマーカーは，ネギ属野生種と栽培種

との間で作出した雑種植物の細胞質の同定などに利用で

き，野生種のもつ優良形質を栽培種へ導入する育種過程に

おいて役立つものと考えられる．

ネギ属の野生種と栽培種から得られた葉緑体由来 DNA

マーカーの有無をもとに，NJ法による系統解析を行った

（第 3図）．ネギ，ワケギ，A. altaicumおよびラッキョから

なるクラスターと，A. vavilovii，シャロット，A. galanthum，

A. roylei，ニラおよびタマネギからなるクラスターに大きく

分かれた．交雑試験の結果から，類縁性が近いと判断される

種の組合せとなるネギとA. altaicumやシャロットとA. vavilovii

の系統樹上の位置関係，および後者の種の組合せと比較的

近縁な A. galanthumと A. royleiの位置関係は，既報（Araki

ら，2010; van Raamsdonkら，2000; Yamashitaら，2001）と概

ね一致していた．また，タマネギは非常に近縁なシャロッ

トや A. vaviloviiと同じクラスターに分類されたものの遺伝

距離がかなり離れており，これまでの報告とは異なる結果

となった．Cepa 節のネギ属植物を用いて，cpDNA 上の

tRNA遺伝子間のスペーサー領域の塩基配列を解析して系

統分析を行った Lilly・Havey（2001）の報告にみられるよ

うに，細胞質雄性不稔を引き起こす S細胞質を有するタマ

ネギ品種と N（正常）細胞質を有する品種の類縁関係は必

ずしも近縁ではなかった．従って本研究に用いたタマネギ

とシャロットの細胞質も由来が異なる可能性がある．なお，

本研究に用いたタマネギが S細胞質を有するかどうかは不

明である．

一般的に核 DNAより進化速度が遅い cpDNAや mtDNA

の方が，より遠縁な関係にある植物の類縁関係を調べるに

は適しており，核ゲノム分析が主体となる AFLP法を行っ

ている van Raamsdonkら（2000）や進化速度の速い核 DNA

第 2 図　ccSSR11および ccSSR22プライマーで増幅されたネギ属植物の PCR産物の電気泳動結果

第 3 図 15種類の ccSSRプライマー対の分析を基にNJ法によ

り作成されたネギ属野生種 4種・栽培種 6種の系統樹

下段のスケールは遺伝距離を示す
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の SSR分析を行っている Arakiら（2010）の報告にみられ

るデンドログラムと異なった結果となるのはやむを得ない

のかもしれない．F1品種を育成する上で，細胞質雄性不稔

は重要な形質の一つであることから，今後，より多くのタ

マネギ品種を用いて同様な解析を進め，ネギ属植物の育種

に役立つ情報の収集を行っていく必要がある．

摘　　要

数十種類のコンセンサスプライマーセットを用い，野菜

34種類の葉緑体DNA上にみられる SSR領域の分析を行っ

たところ，野菜の種間多型分析への有効性が確認できた．

また，ネギ属の栽培種と野生種の種間多型解析への応用を

試みたところ，雑種起源の植物とその種子親の関係にある

ワケギとネギを除き，近縁な栽培種や野生種が DNAマー

カーのサイズで明確に識別でき，本法が種間判別に有効で

あることが明らかとなった．得られた DNAマーカーは，

様々な野菜の育種技術や品種・系統識別技術へ応用される

ことが期待される．
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