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第41台 分子生物学的手法によるリンドウJIsN(物の系統解析
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第4r;1 分子生物学的予法によるリンドウJ~航物の系統解析

第 1節 G. scabraとG.trifloraのRAPD法およびSCARマーカーによる系統

誠別

1.紡ri 

何不IJを11的とした悶芸用のリンドウのj以内は， l1(i和25{1.:~J1から 1[1探り株を紘

附する形で始まり，現在まで主にG.triflora (エゾリンドウ，エゾオヤマリ

ンドウ)とG.scabra (リンドウ，ササリンドウ)の 2純を用いて系統選抜や

相内および柿1mの系統間でのF，品格育成による舟純が行われてきた(点池

1991，1992). これらG.trifloraおよびG.scabraの形態的な特徴の違いは，

開花時の./b~の形質に見られ， G. trifloraでは花弁の先端(花冠裂片)が外

側に閃かず，G. scabraでは外側に反転する.またこれらの 2栂はそれぞれ白

'1:地問でかなりの変異が存在することが知られており，門純に利JI1する場合，

それらの!日jの迫伝的芹:異を明らかにすることが不nJ欠で、ある.また，向精は染

色体数がいずれも2n=26で、あり，両栴問の交雑も作Mで祁rmのF，品格も作出さ

れ2 しかもF，品栂の稔牲がある科度あることから，ゲノム的にはかなり類似し

ているとの考えられる.今後，穂間交雑椅や杭内の系統|目F，M縄開発の増加が

予処!され，それに作って両種の雑極を簡便に判別する}ji去を開発することが重

要である.

IJ近， DNA多型を利用した類縁関係の解析や品純の判別が極々の植物で行わ

れている.特に臥PD(Random Amplified Polymorphic DNA)法は，ゲノム中の

任ぷのDNA部分を増幅することを前提として与.楽され (Williams et al. 

1990) ，その子E陳さから多数の植物の品栂およひ、系統のtI哉万IJ，系統分類などに

川いられてきた.しかしRAPD法はl耳刻門の問題が桁摘されていることから，

RAPDマーカーをもとに 2 より安定性のあるSCAR(Sequence Characterized 
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Amplified Region)化が行われている (Paranand Michelmore 1993) . SCAR 

マーカーは， RAPDにより検出した特史的なDNA断n-の出法配列を決定後，その

内部配列をI許制できるような20mer程度の新たなプライマーを設，il"し， PCR反

応により 11的とするDNAマーカーを刑制できるようにしたものである.

制点まで，リンドウ属において，わが1I¥I以外のヨーロツパの相についてDNA

多111を利川した解析が行われている (Giellyand Taberlet 1996， Yuan et al. 

1996) .しかし，経済的にわが1.111の常利j船内川リンドウとしてifi:要なG.

trifloraやG.scabraについてのDNA多引を利)IJした解析はほとんど行われて

いない.本研究では， RAPD法を用い，G. trifloraとG.scabraの種間および

柿内の泣伝的変異.性を明らかにするとともに， 1，1，j手ifiを識，)IJできるSCARマーカー

の併築をt式みた.

2.材料および)j法

( 1 )材料

G. scabra4系統，G. triflora6系統， 1 ， 1~ .fifiの交雑純 3 系統およびG.

triflora IriJ 1二の交配樋2系統の計15系統を川いた(ぷ 4-1) .これらはす

べてれ下以凶ぷI試験場(現忠手県民業研究センター)および行予県安代町花井

開発センターから入手した.

( 2) jj法

1) DNAの抽lliおよびPCR

全DNAの羽lrH \は，科系統品栂(以下系統と略す)の~Jt- O . 1g (新鮮車)を液

体宅ぷ'1'で泌結粉併し， Dellaporta et al. (1983)のjj法に準じて行った(表

4 -2). これをO . 2""20ng/μlの濃度とし，鈎)~~DNA として川いた . PCR 
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表 4-1 供試材料

NO.系統および品樟名 極 名 入 子 先

TO G. scabra 岩手県立園芸試験場 1)

2 奥信濃 1/ /1 

3 OZ /1 安代町花き開発センター

4 GSW100 /1 /1 

5 IHO G. triflora 岩手県立園芸試験場け

6 HO.214 11 1/ 

7 松尾系 /1 /1 

8 エゾ早生 // /1 

9 Y8 1/ 安代町花き開発センター

10 N27 // 11 

11 アルレビオ G. scabrax G. triflora // 

12 OZxY9 G. scabrax G. triflora // 

13 GSW100 X N27 G. scabrax G. triflora 11 

14 N27 xY8 G. triflorax G. triflora // 

15 ジョパンニ G. triflorax G. triflora // 

1) 現岩手県農業研究センター
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表4-2 DNAの抽出方法l'

1 葉片を液体議素で凍結して，乳鉢を朋いて粉末化する.

2 1 mlのTEN8バッファーを加えて，ホモジネートする.

3 1. 5ml遠心チュープに移す(氷rl'). 

4 微電高速遠心機で15，000rpml0分間遠心する.

牢チュープの方向をそろえる.

5 約750μlのよ消を新しい遠心チューブに取る.

6 50μlの20%SDSを加える.

7 ボルテックスで撹持する.

8 650Cのヒートブロックで20分間加熱する.

9 250μlの5M酢鍛カ リウム溶液 (pH8.0)を加える.

10 ボルテックスで撹枠する.

11 氷中で約20分間静鐙する(2 hrで、も円u). 

12 微量高速遠心機で、15，000rpml0分間遠心する.

13 約700μlの上清を新しいチューブに取る.

14 等霊(約700μ1)冷イソプロパノールを加える.

15 ボルテックスで償押する.

16 氷中で約20分間静躍する (overnightでも可)

17 微最高速遠心機で'15，000rpm10分間迷心する.

18 アスピレーターで上清を取り除く.

19 減圧乾燥を行う(10分間). 
20 沈殿を400μlのTEに、溶解する(6 5 OC 5，.._ 1 0分). 

21 ボルテックスで撹枠する.

22 等量 (400μ1)のフェノール:クロロフオルム (1: 1)を加える.

23 ボルテックスで撹枠する.

24 微量高速遠心機で'15，OOOrpm 2分間遠心する.

25 上層 (約400μ1)を注意深く取り，新しいチュープに移す.

26 40μlの3M酢酸ナトリウムを加える.

27 1 mlの冷エタノール(100%)を加える.

28 ボルテックスで撹持する.

29 氷ヰIで20分間静躍する.

30 微量高速遠心機で15，OOOrpm10分間遠心する.

31 アスピレーターで仁清を取り除く.

32 1 mlの75%エタノールで沈殿をリンスする.

33 アスピレーターで仁清を取り除く.

34 減圧乾燥を行う (10分間)

35 冷凍庫で保存する.

けDe11aportaet a1. (1983) 
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反応液は 3 テンプレートDNA1μ1， DNAポリメ ラーゼ (Tthpo1ymerase， 

TOYOBO) 0.5ユニット，およびプライマ-1μ1を含む合計25μlとした.プラ

イマーとして， 32棺類のCO附ONプライマー((株)ベックス) (AOl ---..A32)と

4種類の任意に合成したプライマーを朋いた.なお，多f12性を示した8種奈良の

プライマーのI話法配列については，表4-3に/示したとおりである.PCRは

DNAエンジン (PTC-200，MJ Research Inc.)を用い，熱変性940C2分，アニ

ーリング370C30秒， frll張反応720C1分を 1サイクルとして38サイクル行った.

反応終r後， PCR増幅庫物4μlを1.5%アガロースゲル電気泳動法を用いて

分離し，エチジウムプロミドで10分間染色した.

2)データ解析

多砲門を示したDNA断片のバンドの有無に法づいて1-0データマトリック

スを作成し，それをもとに各系統閥のユークリッド平均距離を求め，数量化地

論III類 (Hayashi1950)およびクラスタ一分析 (War寸法) (Ward 1963)を行

った.なお，解析には，多変読解析ソフトStatPartnerVer.2 ((株)円本電

気ソフ トウエア)を使用した.

3)穏特異性を示したDNA断片の塩基配列の決定

G. scabraとG.triflora間で、多型性.を示したバンドのうち，プライマ-A06

により増幅された 2つのバンドをアガロースゲルより切り出し， DNAの同収を

行い，得られたDNAをTAクローニング法 (TAC10ning Kit， Invitrogen)によ

り3 クローニングを行った.大腸閣は， MacCONKEY AGER培地 (50g/1)で組換

えプラスミドを持つ大腸菌のコロニーを選抜した.大腸菌からのDNAの抽出は

アルカリミニプレップ法により行った.DNAの塩基配列決定は，パーキンエル
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J<4-3 多明性を心したプライマーの取基配列

プライマー

A 06 

A 11 

A 13 

A 15 

A 23 

A 24 

A 25 

Kin4 

取法 配 列

5'-ACT GGC CGA GGG-3' 

5'-ACT GAC CTA GTT由 3'

5'-CTC AGC GAT ACG-3' 

5'-ATC GCG GAA TAT-3' 

5'-AAG TGG TGG TAT-3' 

5'-GAC GGT TCA AGC-3' 

5'由 GGTCAG GCA CCA-3' 

5'-GAC CTC AAG CCA GAGAA-3' 
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マ一社ABIPRISM 373Aを用い，ダイターミネータ一法で行った.

4)柿特民的DNA断片の増幅

何られたDNA断n.の塙基配列から新たなプライマーをデザインした(去4-

4) .これらのプライマーを用い，長4-1の15系統についてPCRを行った.

なお以J必条件はA6-6では熱変性940C1分30秒， アニーリング620C30秒，仲張反

応720C1分を 1サイクルとして 6サイクル行い，その後熱変性940C1分30秒，

アニーリング580C30秒，イ中張反応720C1分を 1サイクルとして36サイクル行っ

た.A6-7では，熱変性940C1分30秒，アニーリング520C30秒，イIド張反応720C1 

分を 1サイクルとして38サイクル行った.反応終 f後， PCR ~幅産物4μlを

1.5%アガロースゲル電気泳動法を用いて分離し， エチジウムプロミドで10分

間染色した.

3. 来占拠

( 1 ) RAPD分析

供ぶしたリンドウ15系統において， 1(TJl-36伽|のプライマーをJfJいてPCRを行

った車内決， 18仰のプライマーで介計98の削|隔バンドが何られた.それらのうち，

多刑判:をぶしたのは8騒類のプライマー(ぷ4-3)で，53のバンドであった.

プライマ-A06を用いた時，約400bpのバンドがG.scabraの4系統rl13系統，

陀|旧交雑栂 (G.scabra x G. trif]ora)のアルピレオおよびGSW100xN27で

特児的に観察された.また同じく約500bpのバンドはG.trif]oraのすべての

系統，交配純 (G. trif]orax G. trif]ora)の2系統およびG.scabra'のOZ(属

瀬系)に飢安持された(凶4-1) .プライマーAllでは，約1，000bpのバンドが

G. scabraの4系統すべてに特異的に観策され，それらの栂間交雑系統 (G. 

scabrax G. trif]ora) のOZxY9でもl，iJじバン ドが飢娯された.プライマー

-85 -



『守「

J<4-4 種特異的SCARマーカーの出法配列

名 事長け 塩基配列 種名

A6-6/5P 5'-ATC ACT TAG ACA AGG AGG CA-3' G. scabra 

A6-6/3P 5'-ATT GAT AAA GAA GAC AGA GC-3' 

A6-7/5P 5'-CGA GTA ACG GTG ATT TTG GA-3' G. triflora 

A6-7/3P 5'-GCG GCC TAC CAC TGT TGA T-3' 

1 ) 栂特異的SCARマーカーの~，体
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bp 

2322 
2027 ---

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 

図4-1 プライマーA06を用いたリンドウ15系統の貼PD分析

1 : TO 2:奥信濃 3 : OZ 4: GSW100 5: IHO 6: HO.214 

7 :松尾 8 :エゾ早生 9 : Y9 10: N27 11:アルビレオ

12:0ZxY9 13:GSW100xN27 14:N27xY8 15:ジヨパンニ

M : DNAサイズマーカー 右の矢印は)400bp (A6-6)と500bp

(A6-7)のバンドを示す.
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A23 ではが~1 ， 800bp のバンドがG. scabraの4系統中 3系統で観察され，併せ

て穂|間交雑系統のGSWI00xN27でも観察された -ノ73プライマ-A24では，

がJl，OOObpのバンドがG.triflora 3系統とG.trifloraの組内交雑樋のジ

ヨパンニで特呉的に観察された.プライマ-A25では，約1，OOObpのバンドが

ιscabraの4系統および両樟間交雑穣3系統すべてにおいて観察された.

検出された53伺の共通するバンドの多明の割合をもとに数邑化時論III類を

用いて科系統間の類縁性を調査した(図4-2) . その結果，G. scabra TO 

系，奥伝濃系， GSWI00，およびG.scabraとG.trifloraの縄問交雑積である

アルビレオ， GSWI00 x N27およびOzxY9は1群にまとまった.一方，それ以

外のG.triflora IHO， HO.214， Y8およびG.trif10ra IrJ]仁の椅内交雑種N27x

Y8は，G. scabra の群とは異なり II~fllで、大きな変異をぶした.その 111でも，さ

らにG.trifloraのN27，松尾系，エゾ早生系，および椅内交雑権のジヨパン

こがまとまった • G. scabraのOZ(尾瀬系)はG.scabra群には属さず，G. 

tJゴf10raの中の前者のまとまりと近い位置に分布した.またN27xY8の極内交

雑系統は，両親系統の中間に位癒した.同様のデータを用いてクラスター分析

を行ったところ，数量化埠論III類と類似した結果が得られ，G. scabraとG.

trifloraの二つのグループに大きく分かれた(凶4-3 ). G. scabraのグル

ープには，G. scabraの4系統のうちTO系，奥信濃系， GSWI00の3系統とG.

scabraとG.trifloraの樺間交雑積がまとまった. ー-方， G. trifJoraのグル

ープにはG.triflora6系統とG.triflorrif.重内交雑種およびG.scabraのOZ

(尾瀬系)が入った.

( 2 )特異的なDNA断片のクローニング，シーケンスおよびSCARマーカーの作

成
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関4-2 リンドウ15系統のRAPD分析で得られたバンドの数量化理論田類に

よる散布図

得号は表4-1に示したものと同様である.

• G. scabra • G. triflora 企 G.scabra x G. trifloraの
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12 OZ x y 9 (ST) 1 

13 GSW100 x N27 (ST) 

14 GSW100 (S) 

15 アルビレオ (S)

2 奥信濃 (S)

1 TO (S) 

14 N27 x Y8 (TT) 

9 Y 8 (T) 

5 IHO (T) 

3 OZ (S) 

7 松尾系 (T)

6 HO.214 (T) 

8 エゾ早生 (T)

15 ジヨパンニ (T)

10 N27 (T) 

8.6 6.9 5.1 3.4 1.7 。
ユークリッド距離

関4-3 臥POのクラスタ一分析によるリンドウ属15系統の系統樹

番号は表4-1に示したものと同様である.

1) S : G. scabra T: G. triflora ST: G. scabra X 

G. triflora TT: G. triflora X G. triflora 
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プライマ-A06をJIJいて得られた僧恥WNA断J¥'の'"から，G. scabraに特異的

な約400bpのバンド(A6-6)およびG.trif]oraに特拠出jな約500bpのバンド

(A6-7)に兆円し，これらのDNAの恥法配列を決定した.約400bpのバンドは

403bp，約500bpのバンドは500bpのサイズであった.これらの出法配列につ

いてホモロジー検索を行ったところ，相IfilJ性のl:.4い配ダIJはHいだ、せなかった.

これらの.ttl¥JM!ic;trJをもとにSCARマーカー化をt試み，2i-jの19ないし20bpのプ

ライマーをデザインした.すなわちG.scabra ~こ特WI't'')な 403bp のバンドを地

制するプライマーをA6-6/5PおよびA6-6/3Pとし，G. trifloraに特異的な500

bpのバンドを噌射するプライマーをA6-7/5PおよびA6-7/3Pとした(表4-

4) .これらのプライマーを用いて15系統についてPCRを行った結果を図4-

4および凶4-5に示した.A6-6のプライマーを川いた吻合は，G. scabra 

の4系統rl'OZ(尾瀬系)を除いた 3系統で400bpイ、J'近の|司じバンドが増幅され

た.また栂IlU交雑穐 (G.scabrax G. trif]ora)のアルビレオおよびGSWI00x

N27でも川被のバンドが観察された. -jj， A6-7のプライマーを用いた場合は，

G. trifloraの6系統'114系統，G. triflora純内交雑純の 2系統において

500bpのバンドが観察された.またこれらのバンドについて，G. trif10raお

よびG.scabraそれぞれ3系統の異なる 5株1mでPCRを行った結果，同一のバ

ンドをIJ¥し，例体問での道具はみられなかった.

4.考綴

RFLP法 (Botsteinet al. 1980) および臥PD法 (Wi11 i釧 set al. 1990) 

が開発されて以来，多くの作物でDNA 多引に)f~づいた /1111栴i識別や系統解析が行

われている.イ色J'f実(Iについても，ペチュニア (Cernyet al. 1996) ，パラ(

Millan et al. 1996) ，ボタン (Hosokiet al. 1997) ， ユリ (y佃 agishi
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bp 

2322 ..... 
2027 ..... 

564 ..... 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 M 

図4-4 G. scabraに特異的なA6-6プライマーによるリンドウ15系統閤の

SCAR分析

1 : TO 2:奥信濃 3 : OZ 4: GSW100 5: IHO 6: HO.214 

7 :松尾 8:エゾ早生 9 : Y9 10: N27 11:アルピレオ

12:0ZxY9 13:GSW100xN27 14:N27xY8 15:ジョパンニ

M : DNAサイズマーカー 布の矢印は， 400bpのバンドを示す.
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bp 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1314 15 M 

564 

図4-5 G. trifJoratこ特異的なA6-7プライマーによるリンドウ15系統間の

SCAR分析

1 : TO 2:奥信濃 3 : OZ 4: GSW100 5: IHO 6: HO.214 

7 :松尾 8 :エゾ早生 9 : Y9 10: N27 11:アルピレオ

12:0ZxY9 13:GSW100xN27 14:N27xY8 15:ジヨパンニ

M : DNAサイズマーカー 右の矢印は， 500bpのバンドを示す.
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1995)などでこれらの刀法が栂問の類縁関係やAA4札識別にイi川であることが報

(りされている.本研究では闘芸用のリンドウの 1:裂な内相ぷ材であるエゾリン

ドウ(G.triflora)とササリンドウ (G.scabra)およびそれらの祁問および栂

内交雑系統を川いてRAPD分析を行い， rll~ ..f曜日 \Jの突J1縁関係や逃伝rr')な変良性につ

いて訓有した. 18稲類の任窓プライマーで，~1'98側のバンドが検111され，そのう

ち53側 (54%)で多明性が認められ，これら航物祁にはかなりの巡伝的変異が

内，(f:していると考えられた.

米子署 ・河野(1989)は， 13種類の日的な形態的)f~質を川いた主成分分析を行

い，これらの2fillは軍後した分布を示すことを械的している.本研究では，得

られた多明バンドのパターンに基づいて，数itt化JlH，論111煩およひoクラスター分

析を川い III~純問の変異性と類縁性の科度をみたところ， I両分析法においてG.

scabraとG.trifloraは異なるグループに分けることができたが，G. scabra 

系統のうちOZ(見瀬系)はG.trifloraのグループに制した.これらの結果は，

形態I'f{J形町では辿統的変異をぶして識別が凶難な場代でも， DNA多烈によって

相の減万IJがn]能なことを示している.すなわち，形態的には述統的変異をIJミす

系統併の識別に， DNA多型の利用が非常に有効であった.数111化用論III類によ

る散布|刈でみた1両棺の変異性は，G. scabraの3系統が小さく ，G. triflora 

が大きい傾向にあった.その理由として，供ぷ系統数の追いも考えられるが，

本研究で川いたG.trifloraに合まれた系統のrjlには，従米エゾオヤマリンドウ

(G. triflora f. montana)として分類されていたものを含んでいる可能性が

あるためと推祭された.G. scabra xG. triflora の楠rm雑純系統はG.

scabraのグループに含まれた.その.frllrtlは不lりjであるが，RAPD分析で得られ

たバンドのrHこ細胞質ゲノムに由来するものがいくつかあり，そのため両種間
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雑純系統が付税のG.scabraのグループに人ったのかもしれない.一β，G. 

scabraの選抜系統と考えられているOZ(尾瀬系)はG.scabraよりむしろG.

trifloraに近く ，G. trif10raと移入交雑したnJ能1"1:も与えられ，さらに検

川する必涯があると忠われた.

以 1'.述べたように，共通する53佃の多111Vl:バンドでG.scabraとG.

trifloraに分けることができたが， r，f，j.fifiをd1'&>JIJで、きるDNAマーカーを見出す

ことができらば，育施を行う仁で綴々な利点がある.G. scabraとG.

trifloraの分煩は，従来形態学的な形質を川いており，特に花器の形質で見

分けるのが'伐易であり ，G.scabraでは花弁の先端(イbici裂n-)が外側に開き，

G. trifloraではほとんど開かない(山池 1992).この識別法は簡便である

が， IJ~HbJ切まで待つ必要があり，様特異的DNA マーカーによる同定ができれば，

'T1.j羽織}JIJがIIJ能となる.しかし， RAPDマーカーに関しては，再現性の問題が常

に指摘されているのが現状である.そこで，多J18Wi:をIJ¥した53倒のDNA断片の

'1'で，それぞれの種にとって最も特異的と出われたDNA断J'r"をそれぞれクロー

ニングして出品配列を解説した . 次いでf鮮t流した恥以内4列に)~づき新たなプラ

イマーをデザインしてSCARマーカー化をt試みた.G. scabraに特異的なA6-6プ

ライマーは，分類に疑問が出ている尾瀬系を除き全ての系統で特異断片を安定

してm附した.G. trifloraに特異的なA6-7プライマーは，G. trifloraの6

系統およびと同種内雑種 2 系統のうち 6系統で特5~断n.をm幅したが， 臥PD法

で特民的バンドが出たG.triflora 2系統では噌似しなかった.この原肉は不

明であるが，新たに設計したSCARプライマーが数1t~)，~W.なっていたため他の系

統ではアニールできなかったかもしれない.したがってこれらのSCARマーカー

については，さらに多くの系統を調夜してその安定竹をゆjらかにする必要性が

あるが， JJUfのところ械を識別するマーカーとしてあるね皮利川できると考え
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られる.

w:近，リンドウ属について， Yuan et al. (1996) がわがII~以外の20極につ

いてリボソームDNAのITS (Internal transcribed spacers)の出器配列を解

析し， Geilly and Taberlet (1996)はヨーロッパの野生純について策総体DNA

tr.品 (UAA)のイントロンI恒雄配列から系統知縁関係をI制作したが，これらは

比較的泌総の-Fifill¥Jについて解析した縦代である.本研究の結決， RAPD法やSCAR

法を川いることにより，エソリンドウとササリンドウという非常に近縁な種間

を識別できることを示しており，リンドウの行祁を進める I~-でイ1JfJな技術とな

ると与えられる.

第 2節 liE総体のPS-ID配列をff]いたリンドウ科刷物の分子系統解析

1 .納 r-， 

本市!.:l'51 fiiJでは， RAPD法およびSCARマーカーによるG.scabraおよび:G.

trifloraの系統解析を行い，これらの 2椅を減別できるプライマーの|剥発を行

った.これにより現在切り花に多く川いられているリンドウ属 2極を分子生物

学的手法により識別できる可能性を示した. 一jj，リンドウ属にはこれら 2栂

の他に数多くの騒があり，今後新たなリンドウの品相改良を行う場合には，遺

伝資源としてiR要なこれらリンドウ版の類縁関係を切らかにすることが不可

欠である.

従.*，航物の知縁関係は，形態学，細胞遺伝学およびアイソザイムなど生化

学に法づく分析が行われてきた.しかし，近年分子生物学的手法の発達により

DNAの出J，~~G;7IJ を|間接的に比較するRFLPやRAPD法に川|え， iMJ，主配列を読みとる

ことが科対となり塩基配列を直接比較することが"J能となった.例えば，核の
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DNAをはじめ，ミトコンドリアおよひ。史料体DNAをIII(後比'1攻することにより楠物

の系統分析が行われている.絞のDNAを月jいた例としては， トウモロコシ

(Edward and Holtsford 1996) ，アルフアルファ (Benaet al. 1998)など

があり，ミトコンドリアDNAでで‘はマスクメロン (Eckenr、odeand Le肝vings1986ι ， 

N尚ew叫to∞n 1988め)， スイカ (Ward et a叫1.1印981)などの布相村航1
1肉』可{物で

る.

-λi， *総体DNAも)ljいられており (Wolfeet al. 1987， Murakami 2000) ， 

その111で，i:にリプロース一二リン酸カルボキシラーゼ オキシゲナーゼ(

Rubisco)の大サプユニット遺伝子 (rbcL) (長谷部 1992， Soltis et al. 

1990) ，およびロイシン転移削AtrnL (UAA) (Taber let et al. 1991)が加

いられている.しかし，rbcLのDNA持司法配列の比11攻は，分子時ti十として科以上

の系統進化の解析には威力を発揮するが，それ以ドの分知t~.位の(属および極

レベル)では変異が卜分検出されないとしている(荻}J;t 1992).β， 

Nakamura et al. (1997)は3 葉総体DNAのtlrで，栴の分化にともなって同一配

列から変災を部航した部位としてrp116-rp114の介点配列のplastidsubtype 

ID(PS-ID)に兆Uし，この配ダIJを解析することにより航物純を|司定できる可能

t'1:を1)ミした.

本研究は，リンドウ属17穏に，トルコギキョウ，エキザカム，センブリを加

えたリンドウ科純物の類縁関係を明らかにするため，~緑体のPS-ID配列によ

る分 f系統解析を試みた.

2.材料および方法

( 1 )材料

実験に川いた材料は，リンドウ科のリンドウ)11:117桁19系統3 ユーストマ属
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表4-5 供d材料

::'t 染色体数 11 入手先2'名 J鼠路地

Gentiana asc1epiadea L 

G. cruciata L 

G. dahurica Fisch 

G. decumbens L 

G. depressa D. Don 

G. fetisowii Rege et C. Winkl 

G. frigida Haenke 

G. graci1ipes Turr、ill

G. 1utea L 

G. mOOI、croftiana

(Gentiane11a l1oorcroftiana) 

G. ochro1enca Froel 

( = G. v i 11 osa L) 

G. ornata Wallich ex Grseb 

G. paradoxa Alboff 

G. saponaria L. 

G. scabra Bunge “TO" 

“OK" 

2n=32，36，44 

2n=52 

2n=26 

2n=26 

2n=34，36，40，42 

7ランス中部 ・東部， ドイツ 1 

*3-日ッ}¥O，r}~メニ7

7γr，北西中国

'11同， シヘ"')r
t'?ラヤ

4
E
S
E
-
4
E
E
a
a

・E
a
A
e
-
-
-
-

2n=32"-'36 中間，西シヘ*リr 1 

2n=24 西ヨー日ッ}¥O，rM。ス 1 

2n=26 北西中国，子力引 1 

2n=34"-'36，40，42 月~7。ス，子日ッ}\O 3 

2n=26 

2n=26 

2n=26 

2n=26 

G. siphonatha Maxim. 

G. triflora Pall“Ezowase" 

(1hatovo" 

2n=26 

2n=26 

Exac四 affineBalf. “ドワー7ミγットT'Jト" 2n=36 

Eustoma grandif10rum Griseb.“霧の崎" 2n=36 

Swertia japonica 2n=18，20，24 

t'?7ヤ

ヂラウ工ア， 北7Dリゲ

ネハ。ー}~rj1部， 中国

3ーカサス

アメリカ， アハ。ラチ7山脈

北アジア，日本

北問中国，チへのツ卜

シヘ。リ7，韓国， 日本

地中海ソ3トラ島

北アメリカ

U本

1 

-

A

1
ム

1
i

内

心

つ

b

1

止

の

r

u

n

L

A
吐

A
苛

民

u

IlHA流A(1969)， ~1.蟻 (1998) ， Goldblatt and Johnson (1998) 

n 1 宕予県也花きセンター， 2 :岩手県立同三試験場(尉行手県農業研究センター)， 

3 :千葉大学園長学部， 4: (株)サカタのタネ) 5 点取l町，(E来
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1，Nt，エキザカム属 1種，およびセンブリj瓜1f.f(17.d 20純22系統を月}いた(長

4 -5) .これらの材料は，岩手県立北きセンター， YjT-以凶ぷt試験場(現お

r-VM足業研究センター)，千集大争闘ぷ宇部) (株)サカタのタネおよび忠子

保有In加点利11Ifより入手した.

( 2) Jj法

1) DNA tlllll¥およびPCR

DNAのJllllUは，新鮮葉O.lgを液体宅ぷrlrで}見鳩山粉伸し， ，jt(~物DNA 抽出HJキッ

トNucleonPhytoPure(amersham pharmacia biotech)で行った.PCR反応液は，

テンプレートDNA10-50ng， DNAボリメラーゼ (Ex-Taq，TaKaRa) 0.5ユニッ

トを合む合，H25μlとした.プライマーは，rpl 16およびrpl14から設計した

36bpの3'および5'の側から噌幅する 2相知を川いた(ぷ4-6) . 

PCR はDNAエンジン (PTC-200，MJResearch Inc.)を)IJい，熱変性940C2分，

アニーリング520C30秒，仲張反応720C1分間を 1サイクルとして38サイクル行

った。なお反応終 f後， PCR 増幅産物を1.5%アガロースi低気泳動を)-IJいて分

断t し， エチジウムブロミドで染色した . またこのPCR，:庁~物は，分光光度計をm

いてDNA~1:l1立を測定した . シーケンス川のDNA の別刷は，テンプレートDNA 30 

--90ng，プライマー (5'-ATG CCT ATA CGA ATC CAA TT-3') 3.2pmol，プレ

ミックス (PerkinElmer Japan) 8μlを滅的水で20μ1にt泊整した反応液を用

いて行った.反応条件は， 960Cでホットスタートし，熱変竹960C1分，アニー

リング470C1分， {III張反応600C2分を 1サイクルとして35サイクル行った.

PCRはGeneAmpPCR System 2400 (Perkin Elmer Japan)を用いた.これをシー

ケンスJlJDNAとした.

2)シーケンスおよびデータW件汗
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J{4 -6 PS-IDを増幅するためのプライマーの編基配列

プライマー Iii JA 配列

PS-ID3PI 5'-ATC TGC AGC ATT TAA ATG GGT CTG AGG TTG AAT CAT-3' 

PS寸前PI 5'-AAA GAT CTA GAT TCC GTA AAC AAC ATA GAG GAA GAA-3' 
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シーケンスJI]DNAは， CentriSepスピンカラム (PerkinElmer Japan)で

ね製した.出法配列の決定は， ABI PRISM373A (Perkin Elmer Japan)を用い，

ダイターミネータ一法で行った.得られた臨んし配列は， Genetyx Mac Ver.1 0 (ソ

フトウエア開発(附)で解析し， UPGMA法により系統樹を作成した.

3. 車内外!

リンドウ科純物の22系統のPS-IDのシーケンスの希占拠，何られた崎司法配列は

98--102bpで、あった(表4-7) .得られた品υt明G91Jについて，リンドウ属内

17初日系統について比較したところ， G. scabraおよびG.tr川、'11刀loraの伺

の2系統は!川"Jじ配列であり，また，これらの2将を合む12純{G. saponar i a， 

G. ornate， G. graci1 ipes， G. moorcroftana， G. cruciata， G. daburica， 

G. fetisowii， G. frigida， G. decumbens， G. ochrolenca， G. scabra 2系

統， G. trif10ra 2系統)は同-の駈法配ダIJをぷし，比較的近縁極と考えられ

たが，ほかの5胞は， 1 --45個の範附で胤).k.配列が見なっていた.すなわち，

G.siphonathaで、は 1個， G. paradoxaおよびG.depressaで、は2例， G. 

asclepiadeaでは28伺，およびG.luteaで・は45伽lの括.¥)tt配列の追いがみられた.

また， Jm:の波うトルコギキョウ，エキザカムおよびセンブりでは，リンドウ属

の純物と比較し多くの塩基配列の追いがみられ， G. scabraおよびG.

triflora併と上記の3属を比較したところ48例(欠失は除く)の晦基配列で

迎いがみられた.

次に， fGられた出法配列に基づき系統樹を作成した(tヌ14-6，凶4-7). 

なお，邸)14配列が-致していたリンドウ婦の12相については 1純のみを月]いて

分析を行った.その結果， ffjいた縄は大きく:つのグループに分かれ，リンド

ウj瓜の 6純を含む併とその他の属であるトルコギキョウ，エキザカムおよび
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センブリを合む併に分かれ，後訴はiりjらかにリンドウ属とは巽なっていること

をぶした.また，リンドウ属内ではG.scabraを合む12純のグループは，G. 

siphonathaとhiも近縁で、あり，それに続き，G. depressaが近縁t'1:をぶした.

ゾ~.， ) 1Iいたリンドウ属の中で他種とJdも泌総門をIJ¥したものは，員花のG.

luteaであった.

リンドウ胤以外のグループでは，エキザカムとセンブリが比較的近縁で，ト

ルコギキョウがそれらと遠縁であることが、ぷされた.

4.考繰

りンドウ科に属する純物は，リンドウ (Gentiana)以外にも，トルコギキョ

ウ (Eustoma)，エキザカム (Exacum)およびセンブリ (Swertia)などがあり，

鋭釘)11，薬川としての価値が高い.本研究では， liS総体PS-IDをffJいてリンド

ウj瓜に合まれる17祁とこれら 3属の類縁関係を検l付した.

以 1:の結果，供ぷした精はリンドウj瓜とそれ以外のj瓜の :つの併に大き く分

かれ，従米の分類と唱欽した.リンドウ脳内をみると， 14は全く志向じPS-ID

配ダIjで，それらの梧を識別することはできず，それらは泣紘であることが示唆

された.リンドウj再の種は3 染色体数が異なっているものもあり，本実験結果

と染色体数を比較すると， 2n=26の染色体数をもっ純 (G.saponaria， G. 

gracilipes， ， G. dahurica， G. decumbens， G. ochrolenca， G. scabra~ G. 

trif1ora)がすべて同じPS-ID配列をもっていた.また， 2n=26以外の染色体

数持つ純は2n=26の群と同じ配列のPS-IDを持つ将 (G.fetisowi i， G. 

cruciata， G. frigida)と1.....，45側の範州でnなる配ダIJを持つ縄 (G. 

depressa， G. ascJepiadea， G. lutea)に分かれた (1)<14-7) .特に，後者

の 3 ，f'Rの染色体数は，報告された研究.r，.によって 51~なるが，いずれも 2n=36の
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報(つがあり， 2n=26の報のグループとは民なるものと与えられた.

また，形態的特徴などから ，G.lutea Uq，{t:.， '，'(丈 IlI，仏・~)は，他のリン

ドウJ凶 (1Y~紫I引ι市丈中および低，細柴)の・般的な形態とは明らかに異

なっており，今InlのPS-IDの結果からも他の純と泌総であることがぷ唆された.

-jj， G. scabraなど異なるPS-ID配列をもっG.siphonata， G. depressa， G. 

paradoxaおよび:G. asc 1 epi adea~ま，形態的にはG. scabraなどのグループに類

似し， IリJ(<<gな法見は凡いIlJせなかった.

従米の分知(~引司 ・ 盟国 1977)と比較すると， l'iJ -lM)A配列をぷした12栂

のうち 7純には， 1)1民(チシマリンドウ版)および4節 (Kudoa節， Cruciata 

節， Monopodiae節， Pneumonathe節)が合まれており，また， Cruciata節に分

知されているG.depressaは， Pneumonathe節のG.scabrae:. l'lJ・のPS-IDをもち，

l'iJじCruciataWに含まれるG.ascl epiadeaは， G. decumbensと異なるPS-ID配

列をもっていた.このことは3 従来の分類が系統分化を反映していないことを

ぷ唆し，今後の節の凡11~:f しが必要になるかもしれない.

ゾ'J，絞りボゾームDNAのInternalTranscribed Spacers(ITS)に基づいた系

統解析(Yuanet al. 1996)では，本実験でJIJ いた1J~4，fifiが含まれており ，G. 

frigida (G. scabra;li下)とG.depressaが近縁であること，G. luteaおよび、G.

asc 1 ep i adeatま，これらとは遠縁であることが制作され，本実験の結果と一致

していた.また，葉緑体DNAtrnL(UAA)(Gielly and Taberlet 1996)では，本

~験でJTJ いた材料のうち 2属 4栂が合まれており ， G. asciepiadeaとG.

cruciata(G. scabra群)が近縁で，それに続いてG.frigida(G. scabrafr手)が近

縁であり，センブリは，これらリンドウj瓜とは泌総であった.センブリとリン

ドウ版の泌総性は，本実験の結果と-致したが，リンドウj凶3砲の類縁関係は

)'~なっていた .
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以上，本実験からPS-IDによりリンドウ属1Uifiとエキザカム， トルコギキョ

ウおよびセンプリの類縁関係を切らかにした.この'1'でリンドウ属14縄は全く

いIJ .のPS-ID配列をもち，それらの純の近縁性がぶl俊され，交配などにより，

~Iぷ:川リンドウと遺伝子交換が nJ能と考えられた.今後， PS-ID以外の配列を

川いて解析することにより，リンドウ脳内の府間およびリンドウ科内の属問の

系統分化の夫体がlり]雌-になるものと!ぷわれる.
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