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　熊本県農業研究セ ン タ
ー

い 業研究所 で は 国内外 の 近縁

種を含め 約 600 品種 ・系統 の イ グ サ 遺伝資源を保存 して

い る が，イグサ は 形態 的特徴が少な く，外観形質 に よ っ

て 品種識別を行 うこ とは 非常 に 困難で あ る た め ，遺伝資

源 の 類縁関係は 必ずし も明確と は な っ て い な い ．

　近年，バ イ オ テ ク ノ ロ ジー
技術 の 発達 に よ り DNA レ

ベ ル で の 品種識別 が 卩亅
．
能 に な りつ つ あ る．Williamら

（19．｛O） は，短鎖の 任愈 配 列プ ラ イ マ ーに よ る ポ リ メ

ラ
ーゼ 連鎖反応 〔Polymcrase 　Chain　Reaction，　PCR ） か

ら得 られた増幅 DNA 産物 の 電気泳動 パ タ
ー

ン を比較 し，

そ の 多型からDNA 変 異を検出す る 方法を開発 した．こ の

多型を示す 1）NA 産物 は Randorn 　amplified 　 polymorphic
DNA （RAPD ｝ と呼 ば れ る．こ の 方法 は 同様 に DNA レ

ベ ル で の 変異を検出で きる 制限 酵素断片長多型 （RFLP ）

に比 べ て 簡単 か つ 迅速で あ る こ と か ら植物 の 系統分類 や

品種識別 に 広 く用 い ら れ つ つ あ る ．

　本研究 で は ，
RAPD 法をイ グ サ に 適 用 して 品種識別 や

遣伝資源の類縁関係解明に つ い て の 叮能性を検討し報告

す る．

第 1 表　供試 在来 種

No，　 在来品種　　生資研番号　収集年 収 集場 所 備考

1 生駒 在 来

2 伊奈在来

3 勝 III有…来

4　具志川在来へ

5　原町在来A

6 福 井在 来

7 静岡在来

8　 三養基在来

9 碧海在来

10 常盤在来A

11 小林在来 A

12 周 桑在来

13　カU西イ1三来

14 加茂在来

15 高須在来 A

l6 小松在来A

17　卜増山在来 A

l8 文 政在 来

19 氷見在来A

20 八 幡 在 来

950002329

．5 〔｝ozo69
「
）OOOI96950034

皇595000193950GO120950001

】3950001119500

川］］09500009195000076950001919500

〔｝086

950001D695000104

88790511111117717900888775555555544545559999999999999999999911111111111111111111奈 良県 生駒 郡安 堵 町 灯芯用

茨城県筑波郡f尹奈田∫灯芯用

福 山 県勝 山市 鹿谷 町

沖縄 県具 志 J［i市照 問

福島県原 町市小沢

福 井県
．
三方郡 こ方町

静岡県引佐郡冠 ケ H 町

佐賀県三 養基郡南茂安村

愛知県碧海郡富十松村

長野県 ド水内郡常盤村

宮 崎 県小林 市

愛媛県周桑郡壬生川 町

兵庫県加西郡 西在田村

岡山 県都窪郡加茂村

広局県沼 隈郡 高須 村

石 川 県小松 市

宮城県名取郡 ド増 田 村

熊 本県 八 代 郡鏡 町

富山県氷 見郡速川 村

111梨県東 山梨郡 八幡村

試 した．

　　　　　　　　 材料お よび方法

1 ．DNA の 抽出

　供試材料 は 在来種 20 品種 （第 1 表 〕 で あ る．1940 年

代 か ら 198  年代 に か けて 収 集 した もの の 中 か ら，収集

場所が 偏 ら な い よ う全国 的 な 視点 で 選 び 供試 した．若 い

健全な茎約 5g を対象に CTAB 法 に よ り DNA を抽出 し

た．抽 山 後 の DNA 濃度 測 定 に は，試 料 に夾 雑 物 （RNA ）

が 存在す る た め 分光光度計 は 用 い ず，エ チ ジ ウ ム プ ロ マ

イ ドを含むア ガ ロ
ー

ス ゲ ル ビで 既知量の λ DNA と抽出

した DNA に 紫外線 を照射 し
， 発光強度 に よ っ て 測定値

を求めた．茎約 5g か ら約 300ngの DNA を抽 出 し，こ

れ を 20ng ，
’
　u　lに 調 整 し合 成 酵 素 連 鎖 反 応 （PCR ） に 供

2．PCR 反応

　PCR 反 応 液 は 25 μ 1で そ の 組 成 は，　 DNA20ng ，

プ ラ イマ ー5plnole，基質 で ある dATP ，　 dCTP ，　 dGTP ，

dTTP 各 0．2mM お よ び Taq 　DNA ポ リ メ ラ
ー

ゼ

O，625unit，10mM 　Tris− HCI （pH8 ．3）緩衝液．501nM

KCt，1．5nlM 　MgCl ≧ と した．基 質 と Taq　DNA ポ U メ ラー

ゼ，そ れ に Tris− HCI緩衝液，　 KCI，　 MgCL か ら 成 る

／0xPCR バ ッ フ ァ
ーは 宝 酒造製 （TaKaRa 　Ex 　TaqTM ）

を，プ ラ イ マ
ーは 60 種類 の 10 塩 基 任意 配 列 の オ ペ ロ ン

社 製を用 い た．PCR の 1 サ イ ク ル は 熱変成 （94℃ ，30

秒 ），ア ニ
ー

リ ン グ （40℃ ，2 分 ） 及び 伸長反応 （72℃ ，3

キーワード ：イグ サ，品種 分類，RAPD 法
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分） か らな り，こ れ を サ ーマ ル サ イ ク ラー （GeneAmp

PCR 　System　9600，　 Perkin　Elmer 社製）で 45サ イ ク ル

行 っ た．

　PCR に よ る DNA 増幅後，反 応 液 10　tt　tを TAE 溶液

（0．04M 　Tris− acetate ，　 lmM 　EDTA ）中で ，エ チ ジ ウ

ム ブ ロ マ イ ド を含 む 1．2％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル （Seakem

Type − A 二Low 　EEO ） に よ る電 気泳動 を行 っ た ．分離

され た DNA 断片 の 電気泳動 パ ター
ン は ， 紫外線照射 F

で ポ ラ ロ イ ドカ メ ラ を用 い て 撮影 した．

3．統計分析

　少 な く と も2回 の PCR 反応 で 品種問 に 多型が 認 め られ

る 明瞭な DNA バ ン ドを RAPD マ ーカーと して 選 び，品

EizE・

鰻

無

71
灘

．｝　　
而
　
尸
　．「　　　　 1レiD　1 Il　11」：「〕1．

第 1 図 　プラ マ
ーAB −09に よ る

　 　 　 　RAPD マ
ーカー

a ；Marker 　O ，　，’1｛ind 皿 ・Ilinc），
b ：Juncu，s，cetchuensi ．y （イ グ サ 近縁 種 〕

第 2 表 各 品種 間 の互 い に 異な る バ ン ド数

No　　1　2　3　4　5　6　7　8　91011121314151617181920

123456789101

／

121314151617181920

0916 　9 　9 　911 　9 　9 　9 　9 　910 　9 　9 　9 　9 　9 　9

　 916 　9 　9 　91 ］　y 　9 　9 　9 　910 　9 　9 　9 　9 　9 　9

　 　 9000406QeOIOODOO6

　 　 　 999791399910999997

　 　 　 　 　  04060001000 〔bO6

　 　 　 　 　 　 0406000100QOO6

　 　 　 　 　 　 　 4 〔， 60001eOOOO6

　 　 　 　 　 　 　 　 41044454444410

　 　 　 　 　 　 　 　 　 6　0　0　0　1　0　0　0　0　0　6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　6667666660

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0　0　1　0　0　0　〔〕　0　6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0100 （， OO6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1000D 〔， 6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1　 i　 l　 l　l　7

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0　0　0　0　6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0　0　e　6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0　0　6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 U　6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6

13

種毎 に RAPD マ
ーカー

の 有（1）無（0） に 基づ い て DNA

タ イ ピ ン グ を行 っ た．得 られ た DNA タ イ ピ ン グ を，統

計 ソ フ ト （STATISTICA
「
1M
，　 StadSoft　 JAPAN 製） を

用 い て ク ラ ス タ
ー

分析 し，群
’
ド均法 （UPGMA ） に より

系統樹を作成 した．

　　　　　　　　 結果お よび考察

　供試 した 60種類 の プ ラ イ マ
ー

の うち，14種 類 の プ ラ イ

マ
ー

で 21 本の 増幅され た DNA 断片が 多型 を 示 した．第

1 図 に プ ラ イ マ ー AB − 09（5
’− GGGCGACTAC − 3’）

で 増幅 され た DNA バ ン ドパ タ ーン，第 2 表 に 2 品種 間

の 互い に 異 な る バ ン ド数 を示 した．こ れ に よ る と 最大 16

本 の 品種間差 が 認め られ たが，差が認め られない 組み合

わせ も多 く存在 した．ま た ， 2 品種問の 多型 を 示すバ ン

ド数 の 平均値 は 4，0 本 で 1プ ラ イ マ
ー

当た り0．07 本 と

な っ た．こ れ は，ア ズ キ の 0．ユ本 〔加賀秋人 ら　1993），

ダ イ ズ の 0．5 本 〔WHIiam 　et 　al．1990）， イネ に お け る

」＠ 侃 ‘cα 間の ｛〕．3 本 （Fukuoka　 et 　aL　l992） に 比べ 低 い

値 で あ り遺伝的多様性 に 欠け る こ とを表す．

　DNA タ イ ピ ン グ をもと に ク ラ ス ター分析を行 い ，群

平均法 （UPGMA ） に よ る系統樹を第 2 図 に 示 した、ま

伊奈イ1
．
来，

生駒在 来

他 の 在来種

加 茂在 来

瀁 基 在来

　
　

A

、
A

来

来
来

在

イ
ィ
　

月

幡
磐

志

八

常

具

． ． ． 　．．　　　　　　　　　　　　　卩　　　　　　　　　　　　　． 　．． 　．． 　．
．　　　　　　　　　　　　　1 　． 　1． ． 　1 　．I　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　． 　． 　．．　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　． 　1 　．． ． 脚 　1 　．　．匚 　．圏 　．　．　1 　． 　．．　　　　　　　　　　　　　1 　1 　．． 圏 　． 　1卩 　．．　　　　　　　　　　　　　卩． ． 　．． ． ． 　．　．　．．　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　1 　． 　11　　　　　　　　　　　　　． 　． 　．．　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　． 　． 　1．　　　　　　　　　　　　　1 圏 　1
． ． ． 　． 　．　．
1　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　． 　． 　．．　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　． 　． 　．． ． ． 　1 　．

卩 　．． ． ．　1 ．． ． 引 　．
」　　　　　　　　　　　　　． 　． 　．

0．51 ．o1 ，5　　　 2．O
距 離

253 、O

第 2図　各在来種の バ ン ドの 有無 に 基 づ くク ラ ス タ
ー

分 析

　　 注） 群平均法　（UPGMA ） ．ユ ーク リ
・
ソ ド距 離

3、5

ず 「伊 奈在来」と 「生駒在来」がそれ以外 の 18 品種 と

大きく分 け ら れ た．こ れ ら 2 品種 は，い ず れ も茎 内部の

髄 （星 状細 胞 ） が 灯 心 と して 利 用 され て きた 品種で ，残

りの 18 品種 は 畳 表 と して 利 用 され て きた品種 で ある．灯

心用 イ グサ の 産 地 は，江 戸 時代 に は 常陸，武蔵，近江 が

有名で あ っ た が，こ れ らの 在来種 を収集 し た 当時 は茨城

県 と奈良県 の 両 県 で 灯心用品種が栽培 され て い た （定平

　1988）．灯心 は 蝋燭業者 に よっ て 取 り引 きされ て お り ，

業 者 を 介 した 両産地間の イ グ サ 苗の 移 動 が 行 わ れ た 可 能

性 が 十 分 に 考え られ る．

　後者の 18 品種 は 「具志川在来 A 」とそ れ 以 外 の 17品

種 に 分 け られ た，「具志川在来 A 」は 沖縄 の 在来種 で あ る

N 工工
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の に対し，他の 17品種は 本 Lの 在来種で あ る．17世紀に

は沖縄 で の イ グ サ 栽培 の 記録があ る （池 田　 ユ987）．現

在栽培さ れ て い る 品種は ， 1965年に栽培が容易で 品質良

好 な福岡県糟 屋 郡 占賀町 で 収集導入 し た 品種で あ る が

（定
驢
ド　 1980），「具志川在来 A 」 は，こ の 導人された品種

で はな く古 くからの 在来種 で あ る，残 りの 17 品種は「常

磐在来」と「八幡在来」の グル ープ と そ れ 以外の 15品種

に分けられた．「常磐在来」 の 収集場所 で ある長野県 ド水

内郡常盤村 で は 18世紀初 め か ら 野 生 の イ グ サ を導入 し

畳 表が 作 られ て きた （弓削　1976）．「常磐在来」 と 「八

幡在来 1 は 地理的 に 近 い 場所 で 栽培 され て きた こ とか ら，

遺伝的 に も近 い 品種 で はない か と 考えられ る．更 に 15 品

種は 「三養基在来」とそ れ 以外の 14晶種に分け られ 、14

種は「加茂在来」と そ の 他の 13 品種の グ ル ープ に分け ら

れ た．

　以 Eの よ うに，遺伝 的多様性 が 他の 作物 と比較 して 小

さ く，供試 した すべ て の 在来種を 識別す る こ と は で きな

か っ たが．形態的特徴 が少な く外観形質 に よる品種識別

が 非常 に 困 難 な こ れ ら在来種 に つ い て ，RAPD 法を用 い

る こ と に よ っ て，よ り明確 な 識別が ll亅
．
能で あ る こ とが 明

らかに なっ た．また，ク ラ ス ター
分析 で 最後 まで 分類 で

きな か っ た 13品種以外の 在 来種 は，基木的 に は地理的

ある い は 用途的 な理 由か ら苗の 移動の 可能性が 小 さ く古

くか ら 限定的に 栽培 さ れ て きた もの で あ る こ とが わ か っ

た．

　今後，品種識別や 遺伝資源の 類縁関係を よ り詳 し く推

測 す る た め に は，プ ラ イマ ー数 を 増 や した り，あ る い は

塩基数 の 少な い プ ラ イマ
ー

を用 い て DNA 断片数を増 や

して 多 型 検 出 の 頻 度を高 め る 必 要が あ る もの と考え られ

る．

　　　　　　　　　　摘　　要

　イ グ サ 在来種20 品種につ い て ，RAPD 法を AJい て これ

らの 類縁 関係の 解明 を 試 み た．

1 ．2 品種問 で 多型 を 示す バ ン ド数 の
辱
ド均値は 1 プ ラ イ

マ ー当た り O，07本 と な っ た．こ の 結果は．他 の 作物 に

RAPD 法を適 用 し た 報告 と比較 して 低 い 値で あ り，

　イ グ サ の 遺伝的多様性が 小 さ い こ とが 伺 わ れ た．

2．供試 したす べ て の 在来種 を識別す る こ とはで きな

　か っ たが，形態的特徴が少なく外観形質に よる 品種識

　別が非常に 困難 な こ れ ら在来種につ い て，RAPD 法を

用 い る こ とに よ っ て ，よ り明確 な識別が可能 で ある と

考 え られ た．

3 ．ク ラ ス ター
分析で 最後ま で 分類 で きな か っ た 13 品種

以 外 の 在来種は，地 理 的 あ る い は 用途的な理 由か ら 苗

の 移動範囲が小 さく占くか ら限定的に 栽培 され て きた

　もの で あ る こ とが わ か っ た．
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