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ニ ホ ン ナシ に お ける フ ィ ン ガー プ リン ト分析

寺 　本　 さ　 ゆ　 り

（農林 水産省 果樹試験場 ）

は　 じ　 め 　 に

　ナ シ，特に ニ ホ ン ナ シ （Pyms 　Pynfolia　Nakai ＞

の 品種 の 同定は 困難 で あ る．ニ ホ ン ナ シ は ， 通常，新芽

の 性状 ，花お よび 果実 の 形態 ， 樹形か ら品種 を同定する

が ，栽培品種 の 同定は 非常に難しい ．こ れ は 近代の 交雑

育種 の 中で 近親交配を幾代 も重 ね た た め （図 1 ＞， 品種

が 外見的 に よ く似 て い る た め で あ る（梶浦 ・佐藤 1990 ）．

また，

一
般 に果樹 は，休 眠 幼若性 などの 木本に特有の

性質の た め に，結実 し，品種 の 特性 が 現れ る まで最低 5

年以上 の 年 月が 必要 で ある．こ の こ と は育種年限 の 長大

化 をもた らし， 新設果樹 園で の 品種 の 選 定は しば しば生

産者 の リス クを招 くこ とが あ り，種苗販売時の トラ ブ ル

も起 こ して い る．こ の ような現状 か ら，多くの 果樹研 究

者が さまざ まな観点か ら簡易 で 迅速 な品種 判定の 可能往

を模 索 し て 来 た が ， 果樹 で は こ れ と い っ た確実な手法が

なか っ た．しか し， 現在ヒ トで 個体識別 に 用 い ら れ て い

る DNA フ ／ ン ガープ 11 ン ト法 を果樹 に 応用する こ とに

よ り，確実 に 品 種 判 定 が で きる こ とが 示唆 さ れ た （寺本

ら　 199ユ；寺本 ユ992）．

　遺伝子 （DNA ）は，ひ とつ の 種 （species ）の 中

で ほ とん ど の 部 分が 同 じで あ る が，個体 ご と に 少 しず つ

違 っ た 配列 （部分 ）を持 つ ．また，同
一

個体内の 全て の

細胞 は全 く同 じ
一

揃 い の DNA を持 っ て い る ，こ の こ と

は，遺伝子が 葉や 根 な ど の 部位 で の 差 や 季節 変動 が な

く， そ の
一

生 を通 じて 不変 で あるこ とを意味 する．果樹
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図 1．ニ ホ ン ナ シ 主要栽培品種 の 系図

　　　 x は 交配 を示 し，そ の 下 の 二 重 線 は 個体選 抜 を示 す．
　　　 種 で あ る．

La　 Franceは セ イ ヨ ウ ナ シ の 一品種 で あ り，鴨梨 は チ ュウ ゴ クナ シ の 一品
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の 品種 （cultivar ）は，通常，接 ぎ木また は 挿 し木 に よっ

て繁殖
・
維持 され る

一
個体由来 の 集合体 （ク 1コ ー

ン ）で

あ D，個 々 の 個 体 が 保有する遺伝子 は ま っ た く同 じもの

で あ る．

　遺伝 子 を用 い て 品種 の 判定が 出来 る なら，実生や若 い

苗木 の 状態 で 品種 の 同定 が 可能 とな り， 約 5年 後 に 収穫

で きる目的品種 の 保証 とな る．また，育種作業 の 上 で

は
， 育種親 の 確認や遺伝資源 と して導入 した 品 種 の 分 類

に も有効 となる． DNA は取 り扱 い 易い 安定 した化合物

で あ り，アイ ソ ザ イム な ど の 酵素 の ような失活 の 危険が

な く， 特別な温度条件や 設備 を必要 と しな い ．こ の よう

な利点 も品種 判定 に DNA を用 い た 理 由 で あ る．

　 幼葉

　　↓　 ← 液体窒素

　磨砕

　　↓　 ←洗浄 バ ツ フ ア
ー

けん濁

　　＋ 　 ← 遠心8000 回転 5 分

　 沈澱

　　↓　 ← 抽 出 バ
ッ フ ァ

ー

け ん 濁

　　↓

転倒 混和

　　↓

65℃ 10分

　　↓

　氷冷

　　↓

転倒混和

　　↓

氷上 15分

　　↓　 ← 遠心 12000回転10分
上 澄 み

　　↓

DNA フ ィ ン ガ
ープ リ ン ト法

　 フ ィ ン ガ
ープ リン トとは 日本語 の 指 紋 の 意味 で あ る．

犯 罪捜査 に お い て指紋 が 証拠 と なる ように， こ こ 数年 で

DNA フ ィ ン ガープ リ ン ト も証拠 と し て 採 用 され る よう

に な っ て きた．人間 で も個 人毎に 少 しずつ 異なる遣伝子

（DNA ）を持 っ て お り，主要な遺伝子 は皆同 じ配列 を

持 っ て い る．正 確 に は こ れ らは機能 の ある遺伝 子 で あ

り，塩基配列 1 つ の 変異や欠落 に よ っ て 先天性 あるい は

後天性異常が 発生する．一
方 ， 正 常 な代謝等 を司 る 遺伝

子 の 他 に，ヘ テロ クロ マ チ ン と呼ばれ る機能を持た な い

不用 に 見える遺伝子 が 存在する．こ の 遺伝子は ， 太古 の

地 球 に初め て 生命が 誕生 して 以来，生物 が 進化 し続け て

きた 過程 で 不用 に な っ た もの と推 測 され て い る．原始的

なウイル ス な ど ゲ ノ ム サ イズ が 小 さ な生物で は機能を持

｛
O ．1M へ ペ ス

ー
水酸化 カ リ ウ ム PH 　8 ．0

0 ．1％ 可 溶性 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン

　2 ％ 2 ・メ ル カ プ トエ タ ノー
ル

← ドデ シ ル 硫酸 ナ トリ ウ ム

｛
0 ．1M ト リ ス 塩 酸 PH 　8 ．0

0 ．05M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 4酢酸 2ナ ト リ ウ ム

0 ．5M 塩 化 ナ トリ ウ ム

　　（最 終濃度2 ％ ）

← 3M 酢酸力 U ウ ム
ー

酢酸 〔最 終濃度 1M ＞

イ オ ン 交換 カ ラ ム （GIAGEN 　Tip −500 ）

　　 ↓

　溶 出液

　　 ↓　 ← イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ
ー

ル 1 容

　 氷冷

　　↓　 ← 遠心 120  0回転10分

　 沈澱

　　↓　 ← 75 ％ エ タ ノ
ー

ル で 洗浄

真 空乾燥 （か る く）

　　↓ 一 溶鰹 ッ フ ・
一 　｛欄 罫陛螺墜膨1。酸 、 ナ 、，ウ ム

DNA 溶液

図 2 ． SDS 法 に よる DNA の抽出
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た な い 遺伝子 は ほ とん ど存在 しない ．それ ど こ ろ か 同
一

の 遺伝 子 に複数 の タ ン パ ク 質を コ ー ド させ て い る もの す

らある．しか し，現在 の と こ ろ進化 の 頂点に あ る ヒ トに

到 っ て は 約 9 害llの 遺伝子 が 機能 を持 た な い 遺伝子 と され

て い る．これ らの うち，特 に 繰 り返 し配列 と呼ばれ る数

十 の 塩 基 対 を 繰 り返 す もの を ミニ サ テ ラ イ トDNA と い

い ，お もに前述 の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 部位 に 存在す る．そ

して，そ の繰 り返 し数 と染色体上 の 位置 は個人 に よ っ て

異 な る 部 位 に存在 す る こ とが わ か っ て い る （Alberts　et

a1，， 1989）．こ の繰 り 返 し回数 と染 色体上 の 位置 を検出

する の が DNA フ ィ ン ガープ リ ン ト法 で あ り，これ か ら

得 られ る パ ターン は個 体 に 特有で あ り，個 々 の 特徴は メ

ン デ ル 遺伝する こ とが わ か っ て い る．こ の 手法を最初に

発明 した の は英 国 の Jefferys　 et　aL （1985　a，b ）の グ

ル ープ で ある．彼 らは ヒ トで の 個体判別用 の DNA プ ロ

ーブ を作成す る研 究 を重 ね ， 現在 ， 各国 で 特 許 も獲得

し，犯 罪捜査 に 実用化 されるまで 技術的 に 完成 させ て い

る ． ヒ トに 始 ま っ た こ の 手 法 は ， そ の ほ か の 動 物

（Kuhnlein 　 et　 al．
，
1989）や植 物 （Dallas，1988 ；

Matsuyama 　et　al．，1992 ；Nybom 　1990 ；Nybom ＆

Schaal　1990　a，b；Nybom 　 et　 al．， 1989
，

ユ990 ）で も

応用 され，利用範囲 は考古学 ・動物行動学 ・血 統証明 ・

法医学 な ど多岐 に 渡 っ て い る （木南 1989a ，b ）．

ニ ホ ン ナシ に お け る DNA フ ィ ン ガ
ープ リ ン ト作成

　DNA フ ィ ン ガープ リ ン トの 作成 に は ， まず DNA を

抽出し なけれ ば な らな い ．ナ シ 属 （PJ・r” s　L．） で は，

こ の DNA 抽出が 最初 の 重要 な関門 と な っ た．草本 の 数

十 か ら数百倍 の 年 月を生 きる果樹 （木本）は ， そ れ なり

に 生体 防御 シ ス テ ム が 充実 して い る．その 主役は リ グニ

ン や ポ リフ ェ ノ
ー

ル な どの 多糖類 で あ る．こ の 多糖類 は

構 造的にデ オキ シ リボー
ス （六 炭糖）の ポ リマ ーで ある

DNA と同 じ仲間 で あ り，精 製 の 過程 で 同 じ挙動 を示す

こ とが 多い ．しか し， DNA は細胞膜 の さ らに 内部 の 核

膜 内に 収納 され て お り，それ ぞれ の 多糖 類 を組成す る分

子 の イ オ ン 強 度 が 異 な る．こ の 差異を利 用 す る こ と に よ

っ て ナ シ で は非常に 純度 の 高い DNA を抽出 で きた （図

2 ）．こ の 抽出法は い わ ゆ る SDS 法 を修正 した もの で

あ る が
， 若 い ナ シ の 葉 お よ そ 2g か ら 500μ g の DNA

を得 る こ とが で きる．次 に，制限酵素 の 選択お よび電気

泳動 の 最適 条件，バ ン ド検 出 の条件は，ヒ トの フ ィ ン ガ

ープ 11ン トで の 条件 を改 良す る こ と に よ っ て 設定 した

（な お，Jeffreysらの 開発 した プ ロ ーブ は 特許 となっ

てお り，自由 に 使用 出来 ない ）．＝ ホ ン ナ シ で は ， 4塩

基認識 の 制限酵素 の 選択 と低 温 低電 圧 で の ゆ っ くり した

泳動 に よ っ て 好結果 が 得 られ る．ハ イブ リダイゼ
ー

シ ョ

ン や検出の 条件は ヒ トとかな り違 っ た もの で あ る． ニ ホ

A B C D E F

図 3 ．ナ シ の フ ィ ン ガープ リ ン ト （寺本 未発表 ）

　　　 ＝ ホ ン ナ シ A ；太 白，B ：菊 水，　 C ：長 十 郎，　 D ：八雲，　 E：

　 　 　 　 　 　 　 二 十世紀

　 　 　 セ イ ヨ ウ ナ シ F ： La 　France

　　　 矢 印 は特 徴 的 に 見 られ る バ ン ドを示 す．

ン ナ シ は ヒ トで は 考 えられ な い 程 血 縁関係 が 濃 い も の が

多く （図 1 ）， 主要品種 を判別す る の は相当難 しい と予

想 さ れ た が ，ヒ トで 用 い られ て い る ミニ サ テライ ト配列

を持 つ プ ロ ーブ （コ ア ・シークエ ン ス は 10 − 30mer ）

が ニ ホ ン ナ シ に も応用 で きた （寺本 1992）．こ の こ と

は，ヒ トの 個体 判別の 手が か り とな っ た 配列 と同 じよう

な配列が ニ ホ ン ナ シ に も存在する こ とを意味す る．

　 ニ ホ ン ナ シ は古 くよ り日本各地て栽 培 さ れ て お り （梶

浦 ・佐藤 1990）， 品種 と し て 残 っ て い る もの は 遺伝的

に も相当均
一

で ある と考 えられ る．そ の うえ，近代 に 入

っ て か ら の 交雑育種 で は ほ とん ど が
‘

二 十世紀 　と交 配

ま た は 戻 し交 配 さ れ て 育成 され た た め，現在 の 栽培 品種

は非常に 血 縁 関係が濃 い ．こ の 関係 を フ ィ ン ガ
ープ リン

トパ ターン で 見る と （図 3），在 来 の 品種 で ある
‘

太 白
’

，
‘

二 十 世 紀
’
，
‘

長 十 郎
’

に は，か な りの パ ターン の 差

異が 見 られるが ，交配品種 で ある
‘

菊水
’

ど 八雲
’

で

は 在来品種 に あ るバ ン ドの パ ター
ン が変化 した だ け の よ

うに 思われ る．こ の パ タ
ー

ン は メ ン デ ル 遺伝す る た め，

ニ ホ ン ナ シ の 栽培 品種 は 相 互 に 血 縁 が 濃 い こ とが わ か

る．ま た．ニ ホ ン ナ シ は ナ シ属や リン ゴ 属 と 交配可能で

あ る が ，セ イ ヨ ウ ナ シ （P．communis 　L．）で は ，フ

ィ ン ガ
ー

プ リン トバ ン ドの パ タ
ー

ン が 全 く違 い ，セ イ ヨ

ウ ナ シ は ニ ホ ン ナ シ と交配 可 能 で あ っ て も，系統 と して

は 離れ て い る こ とが 示唆さ れ た．ま た ， 親子判定 は，子

に 存在するバ ン ドが全て 両親の ど ちらか に 存在す る こ と
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か ら証明可能 で ある と考 えられ た．

今後 の 展望

　遺伝子 を調査する DNA フ ィ ン ガ
ープ リン ト法 に は ，

電 気 泳 動 と プ ロ
ー ブ に よ る 手 法 の 他 に ， PCR

（PoIymerase 　 Chain ・Reaction ） に よ る 技術 が あ

る （Maniatis　et　aL ，1989） ．こ こ 数年 の PCR 技術

の 発展 は 目ざ ましく，今後 より有利 で 簡易な個体判別法

として 開発 され て い くと思 わ れ る．

　 こ こ で 述 べ た DNA フ ィ ン ガ
ー

プ リン ト法 も新しい 技

術 で ある PCR 法 の ど ちら もバ ー コ ード様 の バ ン ドパ タ

ーン で さ ま ざ まな判定 を行 うこ とか ら，種 や 品 種 の 情報

をデータベ ース化す る こ とが 容易で あ る．すで に情報化

の た め の 専 用 ソ フ トも開発 さ れ て き て い る．近 い 将 来 に

フ d ン ガープ リ ン ト法 が 検 出技術 と情報化 ・解析 ソ フ ト

の 両 面 か ら実 用 化 されれ ば ，品種分類
・
育種

・
遣伝資源

管理 ・
種苗法 の 効率的運用 な ど さ まざまな分野 で の 応 用

が 期待 で き る と思 わ れ る．
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