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RAPDマーカーを用いた九州地方のスギさし本品種の分類＊  

高 田 克 彦＊＊。白 石  進＊＊  

抄  録  

九州地方のスギ（拗∫抑7¢汚αメ砂0乃ブcαD．Don）さし木品種を対象に，RAPDマーカー  

を利用して決定されるDNA彗空（DNAtype）に基づいた分類・同定を行った．本研究の  

l董l的は，1）遺伝情報の本体であるゲノムを蔽按分析することによる正確な品種の分類法  

を確立し，2）各品種内の磯威クローン数を明らかにすると共に，3）得られた遺伝情報  

を基に各々のさし木品種を代表する基本遺伝子型個体（或いは個体群）を指定することで  

ある．実験に用いたさし木島椰は九州4殿（補間，大分，宮崎，鹿児島）の公立の試験研  

究楓将に育種母材料として衆殖されている84品種で，総倣試個体数は549個体である，  

RAPDプライマーのスクリーニングの結乳 4種類のプライマーから増幅効率が良くかつ  

再現麿が率い7本の増幅魔物（特定バンド）が確認された．これらの特定バンドを用いて  

分類した結果，全供就個体は36のDNA型に分類された．さらに，指針諭さし水品種で同  

じDNA型に含まれた個体群に対して，6種類のプライマーを用いたDNAフィンガープ  

リント漆によってクローン同定を行った．その結鼠 今回供試した84さし水晶種のうち，  

53品種がモノクローン品種であり，31品種が複合クローン品種であった．また，モノク  

ローン品種の53品椰と山部の複合クローン品様について基本遺伝子型個体の指定を拭み  

た．  

キーワード：さし本品樺，スギ，RAPD，DNA乳クローン同産  

1． は じ め に  

スギ（Cγ泌）わ椚gねα拗07‡gCαD．Don）は我が国を代表する針葉樹の血つであり，広く日  

本全国各地に植栽されている．平成6年のデータによれば，わが国の針葉樹丸太生産厳  

19，090，000がの約50％にあたる9カ51，000m3をスギが占めており，その内の約97％，  

9，134，000m3が製材用丸太として生産されている（林業自潜，1996）．このように，スギは  

非常に大きな木材供給能力を有しているにもかかわらず，木材工業側からの期待はその供  

給能力に見合うほど大きいものではないのが現状である．この原因の山つに，エ米原材料  

としての品質の「不均一性」が指摘できる．この「不均鵬性」の廃園の大部分は，植栽さ  

れる種番の遺伝的不均一性に起因するものと考えられ，その克服が強く望まれている．   

一般に，スギには2種類の品種が存在することが知られている．すなわち，特定の地域  

の気候条件や土地条件による自然淘汰作用によって天鰍こ成立した「地域品種（天然品種）」  

と，育成林薬の結果として成立した「栽培品種」である．前者には，「秋田スギ」，「吉野ス  

＊TAKATA，K．and SHIRAISHZ．S．：Discrimination ofJapaneseCedar（Crypiomeriajaponica D．   
Don）CuttingCultivarsinKyushuRegionwithRAPDMarkers．  

＊＊九州大学戯学部林産学科   

DepartmentofForestProducts．FacultyofAgriculture，KyushuUniversity．Fukuoka812M8l   
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ギ」，「屋久スギ」等が含まれ，後者には「サンブスギ」，「ポカスギ」，「ホンスギ」，「オビ  

スギ」等が含まれるが，これらの「栽培品種」のほとんどすべては複数個体或いは単山個  

体からさし木によって増殖された分生個体群，すなわち「さし水品種」と考えられている  

（宮鼠1989）．   

九州地域におけるスギさし木造林は長い歴史をもっており，現在では各地に数多くの  

「さし本品種」が成立している．その中には，成長の速さや病虫害に対する抵抗性などで優  

れた性質を持ち，現在でも優良造林品種として高く評価されているものも少なくない．鵬  

鰍こ「さし木品種」は，成立の歴史が古い「在来品種」と比較的近年に各地の林業地域で  

成立した「育成品種」に大別できる．しかしながら，これらの中には同名異品種或いは異  

名同品種のものもあるとされ，正確な「さし水晶樺」の分類及びそのクローン構成の把捉  

は今後の造林事案を考える上で登要な課題の一つといえる．   

スギ「さし本品種」の分類には，従来，針葉の形態的特徴の他，枝灸，樹皮及び樹幹の  

形態的特徴，さし木の発根性，結実晩成最型などの播種性が用いられてきた（石嶋，1965；  

宮鼠1989）．しかしなが・ら，これらの猪特性は同一の「さし水品種」においても植栽環境  

或いは樹齢による変異が認められることから，正確な識別・分類には限界があった．また  

近年では，アイソザイムマーカーを用いた「さし木品種」の分類及びクローン分析が試み  

られてきている（奥泉・大庭，1990；Okuizumi，1993a；1993b）．その結鼠 品種の識別・  

分類の正確性は形態形質によるそれに比べ格段に向上し卑 しかしながら，9酵素種，12  

遺伝子座の遜伝予型憎報を利用しても，同一遺伝子型を有する品種が多数出現する  

（Okuizumi，1993b）など，遵伝子マーカーとしての能力不足から完全な品種級別法を確立  

するには至っていない．アイソザイム手法においても，原理的には，酵素種数を増すこと  

により識別能力を向上させることば可能であるが，針葉申に含まれる多麹のフェノール様  

物質，樹脂成分等が酵素瀾性を失活させることから，新たな酵紫種の検出は難しい状況に  

ある．   

一方，近年のDNA分析技術のめざましい進歩によって，遮伝情報の本体であるゲノムを  

直接解析することが可能となった．1990年に発表されたRAPD（random amplified  

polymorphicDNA）法は，きわめて簡便な実験によりゲノム申の変異を検出することを可  

能にした（WelshandMcClelland，1990；Williamsetal．，1990）．すなわち，ポリメラp  

ゼ連鎖反応（PCR，POlymerasechainreaction）によって増幅されたDNAフラグメント  

札 エチジウムブロマイド染色によって容易に検出が可能であり，遮伝子型間で検出され  

る多型はゲノムの遺伝的差異を直接反映すると考えられる．また，ランダムプライマーの  

塩基配列を変えることにより，マーカーとなる遺伝子数も容易に増やすことが可能である．  

RAPD法を植物の品種識別及びクローン同定にノ削＼た例としては，Wilde跡目裏．（1992），  

Howell¢才α～．（1994），Mailer¢才α～．（1994），Schnellβfαg．（1995）等があり，林木に対して  

ほKieiandGriffin（1994），WilhelminaandMcNicol（1995）によって試みられている．   

以上のような見地から，筆者らはDNA分析技術の一つであるRÅPD法を利用して決定  

されるDNA型（DNA type）に基づく新しい「さし水晶種」の分類・同定システムの確立  

を進めている．本研究では，現在までに明らかになった九州地域の「さし木品種」に関す  

るDNA型のデータを整理すると共に，それらを為に「さし木品種」の基本遺伝子型個体  

（或いは個体群）の指定を試みたので報告する．   
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2． 材料と方法  

2．1．材  料   

実験は，九州地域各地に成立している84品種について行った．供試木は福岡，大分，  

宮崎，鹿児島各県の公立の林業試験場に育種母材として或いは見本林として保存されてい  

る個体を用いた．総供試木本数は549本である．供試木の概要を表1に示す．  

2．2．DNAの抽出   

DNAの抽出は当年輩を使用し，CTÅB法（MurrayandThompson，1980）を改良して  

行った（白石・渡辺，1995）．針葉約150mgを乳鉢を用いて液体蛮発車で摩砕した後，1mi  

の抽出用緩衝液（100mMTris・HCl，pH9．0．2％CTAB（hexadecyltrimethylammonium  

bromide），2％PVP（polyvinylpyrrolidone），0．1％針・メルカプトエタノール，1，4M  

NaCl，20mMEDTA）を加え，65℃で1時間インキエペー卜した．これに等魔のクロ仁ロホ  

ルム／イソアミルアルコール混合液（24：1）を加え，20分間穏やかに混和した後，12，000  

×g（室温）で10分間遠心分離し，上酒を回収した．この溶液に，再度等蔑のクロロホル  

ム／イソアミルアルコール混合液恩加え，上記の操作を繰り返した．得られた溶液に等奥  

のイソプロパノールを加えた後，16，000×g（室温）で5分間遠心し，上沼を除去した後，70  

％エタノールを加え，再度遠心してDNAを集めた．70％エタノールをできる限り除去した  

後，遠心式エバボレータを用いて2分間減圧乾燥した．得られたDNÅペレットは滅菌した  

純水（30紬1）で溶解し，以下の分析に用いた．なお，得られたDNA溶液の純度が低い場  

合には，ELU－QUIKTMDNA精製キット（米国Schleichher＆Schuell祉）を用いて精製し  

た．  

2．3．PCRconditions（DNA乱mplifieaもbn）   

RAPD分析ほ，Wiiliamsetal，（1990）の方法に従った．PCR（polymerase chain  

reaction）は，50mMTris・HCl，pH8．5，5mMMgC12，500／Jg／mlBSA，0．5mMdNTP，  

2・0％（W／V）Fico11，4mM Tartrazine，0．1mM EDTA，0．4units／10ilg Tth DNA  

polymerase，0．25JJMプライマー，10ng／10〟1鋳型DNAの反応溶液を用いて，940cで1  

分間熟変性した後，94eClO秒（変性）…360c30秒（アニーリング）鵬720cl分（伸長）  

を1サイクルとし，これを60固練り返し，戯後に720c2分間の伸長を行った．PCR増幅  

産物ほ1％アガロースゲルで電気泳動を行い，エチジウムブロマイド染色後，UVトランス  

イルミネ一夕ー上で観察した．  

2．4．分析方法   

本研究では，以下に示すような2段階の分析方法を用いた．  

（1）特定バンドによる分類   

RAPD分析に先立ち，プライマーのスクリーニングを行った．その結果，4種類のプラ  

イマーから極めて増幅効率が良くかつ再現性が高い7本の増幅魔物（特定バンド）を褐た  

（図1）．そこでこれらの特定バンドの有無から各供試個体のDNA型（DNAtype）を決定   
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表1本研究に用いた「さし水晶種刑真の県別供試木本数  
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した．特定バンドの選抜基準は次の三点とした．すなわち，1）UVトランスイルミネ一夕ー  

上で強い吸収が認められること，2）近傍に読み間違いの原図となる増幅度物がないこと，  

3）少なくとも3圃以上の異なるPCR反応において再現性があること，の三点である，豪2  

に特定バンドによる分類に用いたプライマーを示す．  

Fig・1SpecificbandsutilizedincladdificationofDNAtypes．  
陛‡1DNA型の分類に用いた特定バンド   

表2 特定バンドによる分類に用いたRAPDプライマー  

Table2 RAPDprimersutilizedinspccificbandanalysis．  
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◆Opel・Orlprimer  

表3 DNAフィンガープリントに用いられるRAPDプライマー   
Table2 RÅPDprimersutilizedinDNAfingerprinting．  

プライマー  シークエンス  GC含應（％）  
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（2）DNAフィンガープリント   

同一DNA型を示した個体群に対して，RAPD分析によって得られる全情報を利用した  

DNAフィンガープリント法によるクローン同定を行った．DNÅフィンガープリント故に  

用いたプライマーを表3に示す．  

3． 結  果  

3．1．特定バンドによる分類   

特定バンドによる分類結果を表4に示す．表中，特定バンドはプライマー名と分子蜃  

（basepairs）を用いて表し（例えば，AO8仙60軋 バンドのあるものは（1），バンドのない  

ものは（0）として標記した．特定バンドによる分類の結果，84「さし本品種」，549個体は  

36のDNA型に分割された．本実験で用いた「さし水晶穫」の平均DNA型数は1－5であっ  

た．供試84品種中，55品種ほそれぞれ単血のDNA塾個体で構成されていた．なお，ここ  

で確認された単山DNA型品種には，供試サンプルが1個体にすぎない「さし木品種」も13  

品種含まれており，これらの「さし本品種」については今後サンプルを増やして品種を構  

成するクロ‥－ン数を再度確認する必繋がある．両方，複数のDNÅ塾の個体で構成されてい  

た「さし木品種」は29品種であった．この複合DNA塾品種の数は全供試品種の35％にあ  

たる．本実験で供試した「さし木品種」の申で最も多くのDNÅ型が検漉された品種は鹿児  

偽県のハライガワで，5タイプのDNA型が確認された．また，宮崎県のアラカワ（キタゴ  

ウアラカワ），福岡奥のキウラ，鹿児島奥のメアサにおいてそれぞれ4タイプのDNA型が  

碓認された．図2にハライガワ12個体のRAPD分析の結果を示す．園中，レーン番号1  

から12まではプライマ岬OPO血08，13から24まではZ州01を用いた泳動像である．テンプ  

レートDNAのオーダーは両プライマーで同じである．1から12までのレーン番号を使っ  

てハライガワで確認された5タイプのDNÅ型の個体を表すと，typeI：1，typeII：2，  

3，typeⅢ：4，5，7，typeⅣ：6，typeV：8，9，10，11，12である．   

同血工DNA型に含まれる赦大品種数は，DNA型No．33．（1111011）における15品種で，  

以下，含まれる品種数が多かったDNA塑とその品種数は，DNA型No．13．（0111011）に  

おける14品種，DNÅ型No．20．（1011011）における9品種であった．ここで，それぞれの  

DN∴A型に含まれる品種に地域的な偏りは認められなかった．山方，含まれる品穫数が1品  

Fig．2 FivegenotypesinHaraigawacuttingcultivar．  
園2 ハライガワで確認された5タイプの遺伝子型個体  

TypeI：1（13），TypeⅡ：2，3（14，15），TypeⅢ：4，5，7（略17，19）  
TypeⅣ：6（18），TypeV：8，9，10，11，12（20，21，22，23，24）   
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表4 7特定バンドによって決定された84品種のDNA型  
Table4 DNAtypesdetectedat7specificbandsin84cuttingcultivars．  

ソ
、
小
叶
 
 

ヽ
へ
∵
サ
 
 

巾
か
ヰ
 
 

け
ヽ
ご
い
睾
 
 

ヽ
「
こ
、
 
 

叶
＼
・
小
犬
 
 

甘
代
〃
東
 
 

0
＼
ヽ
・
七
 
 

只
ト
、
山
東
 
 

鯨
尺
∴
【
L
セ
 
 

†
′
、
エ
七
 
 

短
⊥
ご
恥
H
 
 

ユ
、
γ
ヽ
卑
l
卜
阜
 
 

東
こ
い
ヤ
 
 

や
ト
策
†
 
 

け
豆
∵
≠
－
 
 

祖
K
ヽ
策
ト
†
 
 

小
＼
∵
恥
†
 
 

祢
ふ
∵
γ
叫
や
 
 

ト
東
l
ト
ト
 
 

神
代
キ
ト
 
 

ケ
ヽ
菅
ト
 
 

′
1
七
卜
 
 

叫
べ
．
¶
ト
 
 

ト
菅
小
卜
巨
ふ
東
ト
 
 

ロ
寸
m
－
卜
O
Z
 
 

喜
平
占
－
U
 
 

0
0
〓
－
讐
銭
 
 

○
蒜
－
u
l
澤
 
 

○
－
由
－
…
ご
頂
 
 

0
0
∽
－
∞
0
亘
 
 

0
0
∽
－
∞
0
亘
 
 

引
く
Z
凸
 
 

1
 
1
 
1
 
1
 
0
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
0
 
1
 
1
 
1
 
0
 
1
 
1
 
｛
U
 
l
 
（
U
 
l
 
1
 
0
 
1
 
 
 

【
U
 
l
 
l
 
O
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
O
 
l
 
O
 
l
 
O
 
l
 
l
 
l
 
l
 
O
 
l
 
l
 
l
・
1
 
1
 
1
 
0
 
1
 
1
 
0
 
∩
）
 
O
 
l
 
1
 
0
 
1
 
1
 
 
 

0
 
0
 
1
 
0
 
0
 
0
 
■
⊥
 
0
 
0
 
1
 
1
 
0
 
〇
一
1
 
0
 
0
 
0
 
1
 
0
 
0
 
1
 
0
 
0
 
0
 
1
 
0
 
∧
U
 
O
 
l
 
ハ
U
 
O
 
O
 
O
 
l
 
l
 
1
 
 

1
 
八
U
 
（
U
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
O
 
O
 
n
U
 
l
 
l
 
l
 
O
 
l
 
O
 
O
 
l
 
l
 
l
 
l
 
－
－
1
 
1
 
0
 
0
 
0
 
0
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
一
上
 
 
 

0
 
－
1
 
1
 
1
 
1
 
1
一
エ
 
＜
U
 
l
 
l
 
l
 
■
l
 
1
 
1
 
0
 
0
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
0
 
0
 
〇
 
八
U
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
1
 
 
 

0
 
0
 
ハ
U
 
ハ
U
 
O
 
O
 
O
 
l
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
0
 
0
 
0
 
0
 
n
U
 
O
 
O
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
－
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
 
 

0
 
ハ
U
 
O
 
ハ
U
 
O
 
O
 
（
U
 
O
 
n
U
 
O
 
O
 
O
 
O
 
ハ
リ
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
一
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
1
 
 

1
 
2
 
3
 
4
 
5
 
6
 
7
 
8
 
9
 
0
 
1
 
2
 
3
 
4
 
5
 
6
 
7
 
8
 
9
 
0
 
L
 
2
 
3
 
4
 
5
 
6
 
7
 
8
 
9
 
0
 
L
 
2
 
3
 
4
 
5
 
6
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
・
l
 
l
 
l
 
1
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
 

・  －一 －・・－・・和・ －・－一 －－  －・，・■l▲ 一・－  7  － 3 2  

，′・、 －一l一 ・－・1一一 － 一肌・・一一   ・ －一l －  －・・一  

・ 】¶ －一一 －¶  －，－・一 ■一∨l・ ▼∨、－一・▲   

－…・一 －・ ・1、l 一■－rl－一 一 9   ¶－   〉－  

・▲・・一・・【1－－ 一一   －一・－・一 一一  －、▲l・7・一l・・・ －－・・－ 【・・  

・，－〉，一－1－1lノ・  一・－1一一・  －一 一 ▲  － －▲  

・、1■ん■ ■ －W－・－ －）・，－一 ＝一 一 －－、一・・・ 5 ・・－ －－ 一－h  

－ －・・－ －11・－・l－－・一－・ －1l－、・ 一一・一  ‥ノー  

l5 一 一 － －・〉・一一・1〉、・一一 一一 －、∨一l・・・  － － －一 一  

・－・1－一   〉1、  －t1－－   〉〉 1一一一 －一 － 、一  

▲▲ ▲■ －1・－1－・Ⅶ ・ ¶・l一一 －－  －・・一・一一   一，一 札－  5--- 

－一 8 一 一・冊 、 一一 ■・   －・－・一 … －一 一一l・一・一 一 ■ 1・・－一   

・－ －－、－ ▲1 1・・－   － －・－  

－ …－・，一・一  ・11〉h－，・・・・－ 川∨・  

・l一一 5 29   －，・′・・，－・・ －∨－ －・一 － 一 ・・・一 －、  

ー－ －・－・几，   10 －一 一、－ 一 －一 ‥▲・・・ 一・  － －－ －・・，－一 一札  

－一 11・ノ・品l・－－ 一・1、l・‥】  －・，■－ 一一－・一 一■ ・‘1  

51－－－ 6 一 12、▲1 7，・・・・・・■ 一・・1－ ・－  

－、…l 、－ ■  －¶ －・几 一一   〉－ －5 山 一  －、＝ノll一19 －－  

－－－ －∨・－・・－ 一一 一－ 1・ －－・一■・－一一11－－ 〉 －一－   －・一 －－）－ －－  

－ －・－・－－ －－ － 一－ 一一－ ←－ －－・・5 －一 一・51一一一・一一一 一－ 3l 5 →¶ － －・－“ －  

DNÅ型数   

個体数  

2 2 2 2 2112 411  

214144 8 5 5 41019 4   



高田克彦・【ヨ石 進  

ヽ
■
ノ
 
 

き
 
 

統
 
 

4
 
 

8
 
 
褒
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
′
．
．
＼
 
 

科
べ
や
ト
丸
山
 
 

ヽ
争
n
刃
 
 

揖
山
 
 

口
も
ヽ
′
1
 
 

ト
短
†
小
く
 
 

車
ト
′
ヽ
 
 

て
ヾ
ハ
鵠
＼
∵
り
 
 

小
d
こ
ペ
ふ
 
 

巨
栗
ふ
 
 

へ
H
、
（
十
 
 

ロ
も
車
上
 
 

東
卜
車
ふ
 
 
 

て
セ
ト
阜
ゝ
†
小
 
 

叶
ベ
T
ヽ
・
 
 

争
エ
＼
∵
≠
ユ
山
 
 

神
ぺ
阜
m
ホ
 
 

や
ト
ヽ
へ
 
 
 

妬
ペ
n
争
ヽ
も
h
 
 

へ
＼
斗
 
 

∧
ト
ニ
で
率
ふ
 
 

祖
代
行
♭
Å
 
 

策
阜
ゝ
ふ
ふ
 
 

矩
ぺ
ヽ
セ
鵠
 
 

料
J
ハ
ム
山
エ
ペ
か
 
 

ユ
「
γ
ヽ
や
l
卜
阜
＼
ケ
＼
n
 
 

策
短
n
 
 

り
γ
：
予
も
 
 

料
J
∵
サ
小
ヘ
 
 

中
ト
ロ
ヘ
 
 

ロ
ヘ
 
 

ム
東
上
由
ふ
 
 

ふ
＼
∵
け
へ
 
 

副
く
Z
凸
 
 

l．一 －  

2．－ －  

一
 
】
 
 

…
 
】
 
 

…
 
】
 
 

仙
 
一
 
 

一
 
仙
 
 

一
一
 
 

一
 
鵬
 
 

5
 
一
 
 

一
…
 
 

】
 
一
 
 

山
 
…
 
 

一
…
 
 

一
…
 
 

血
 
 
仙
 
 

4．－・一 － －－ －－ － 5 －－ － ← －一 －－ －一・一一l一一一 －l1－一  

5．1一 一一 －－・一 －－11一【－ － － －一11－ － －－【・－・－－  

6．－・－ －＝ －【－－－  ト1・－－′ － －－ －一 一一  

7．・－－ ■－一 － ・－一l一一l一一一 －、一l一 －－ － ■・・■－ －－－  

8．－－ － － － － －Ⅳ－ ▼－ －  一 －－ － － －  

リ
 
 

∵
 
 

血
 
 

血
 
 

…
 
 

5
 
 
 

∵
 
 鵬

 
…
一
 
 

一
 
叩
 
一
 
 

一
 
椚
 
 
山
 
 

一一一 －・－ －■・・■一一 －・・一 －・一一 －－ Y¶一－  一一  3  9．1－－ － 一一 一一一 一一▲・一一 －一一l1▲ － － －・一一 一一 －一  

10．－ － －－ － －－ － －  －一 － － 2 － －1－  

ーーl一・－・－，・・・・一 〉 －－ －－ －－ ▼ 一 一－ 1  11．－ － －－ 一一 一 一一 ll一，・・・・・・－－ － － －一・一  

12．－－【1【 － －→ － － －一 － 一一 －－ － － 一  

lこ1．－－ － －  一 － －〉 － － － － － －－ －・ － 一 － －一 一一 －－一・一 －一一 －－ － －一 一一 一一・－・－・－－  

15．一 － －・－－ 一一l一 －1l一l一－ 〉一・－、・・－【－ －・・－ 「 －・→ － 一一 ■一一 －1一 －－ －－1 ← － 一一・－ － －  

16．一 一・－・－ －－－ －－－ －▼一 －－ ←・ ←  

17．－ －一 一 － －－－1－1－ 一一一l・一 －・一一  

18．－－ － － －－－－ －－ －Ⅳ・－ 【 －－  

－一▲・一一 －、＝ －－▲ － － － －一 【 － － 一 一一l・一 －・－・ 5 － 一－・－・－－  

←  ■ ■▲ 1ル1－ … －－ 一 川 － －－ 一 一一 － 一一1－ －・－【－ 1  

19．… …  

20．1 －  

21．… －  

22．－ －  

23．・山・▼仙  

24．鵬 －  

25．・帥・一鵬  

－一一 ▼、・【 － → －  1  

－－ － － － － －－ 【 － －・ル ーー ー ー ー ー ー ーー ー ー－ － 5 －一・－ll－1・－－ － － －－ －  

【【 －－ － － － －一 －－・一一 －、一▲・▲ －・－  － 8 － － － － 一一－ －－・－ － －－一 － －－  

5  

26．ll一l一l一l一l一l・▲ … － －－一－ 一一一 －－・l－1－1－¶ － － 1－ ←▼ 【 －－・・・・・－ － － －－ 一 一一 一  

27．3 ト     一一・－ 【 －1一一 一 －一 －・ 一山 一一l■・■ 一几 一一一 一一・－ 一一一l一 一一 一 － －1－ － －－ －・▼・  

28．－，－ －一 －一l、一l一一l11一▲・一・トー ー・一一l一一 一一 一一 － －－・－一 －・－－・－… －－ －・－・－一－－ － －－ －一 － －  

ー▼ ←    一 － －－－ －－－ － 【 － ←－ － －－ － － － 5 → 一 一一・一▲l一 － － － 一 一一 －  

－ －一 一－・一一・“l－1一一 6 －、一 【 ¶ ←－ － －一 － － → － －一 －－ －－  ト ー－ －－ －－ －〉一 一  

29．… …  

30．′…・一…  

31．－ － － －・一・一 － －－ －1【 －・－－ －－  ，・ 2 － － 一 － 一一－ －－ ←▼ －－ －一－ －、一一l一一 一一－ － －  

32、－ －1－ －－ － 一 一 － － － －一 －一 一一 一一，・一一l－l一l一 一一l一▲ 1 一一・【 － － ⊥1←一  一 －一 一一一 －  

1－   33．l・11－－ 【 ← ←・l－1  

35．l1－一 －一l一l－l一一l－1一一 －一－  

36．】】】 仙 仙 5 － 仙 … 鵬  



RAPDマーカーを用いたスギさし木品種の分類  

（衷4 続き）  

裔
牽
墜
 
 

裔
健
増
 
 

ト
や
か
 
 

紅
J
∵
雫
ト
 
 

て
セ
ト
小
口
ヘ
阜
m
㌻
 
 

ゝ
山
＼
阜
［
⊥
－
 
 

祢
K
小
一
よ
 
 

祢
K
も
ホ
m
 
 

心
か
阜
H
 
 
 

料
J
ハ
〃
収
ヽ
巨
中
 
 

称
定
∵
㌻
ド
中
 
 

称
ぺ
札
卜
中
 
 

小
、
へ
ト
キ
 
 

車
Å
ご
く
率
 
 

デ
h
へ
≠
ふ
 
 

汀
：
∧
ヽ
へ
率
 
 

阜
L
ヽ
∵
へ
率
 
 

車
†
率
 
 

妬
珂
H
エ
専
 
 

争
ト
≠
 
 

甘
口
＼
・
り
 
 

k
∴
へ
b
ご
H
ヽ
・
卜
 
 

∴
車
恥
巨
 
 

矩
K
ヽ
着
 
 

ケ
ヽ
東
h
＼
∵
小
卜
格
 
 

払
J
〔
阜
n
∵
ハ
棺
 
 

n
本
館
卜
 
 

恥
＼
刃
 
 

サ
ト
二
■
ゝ
山
 
 

厨
司
Z
G
 
 2

 
5
 
1
 
1
 
1
 
3
 
1
 
2
 
8
 
1
 
4
 
ご
U
 
l
 
ご
U
 
6
 
8
 
1
 
8
 
7
 
6
 
3
 
4
 
1
 
5
 
5
 
4
 
5
 
3
 
5
 
だ
U
 
n
J
 
O
 
2
 
2
 
1
 
2
 
 

1
 
2
 
5
 
4
 
1
 
3
 
 

1
 
 
 
 
1
 
4
 
 

5
 
■
A
．
 
 

3
 
 

2
 
1
 
2
 
1
 
 
 
 
1
 
1
 
 

1
 
1
 
1
 
3
 
1
 
5
 
3
 
2
 
4
 
3
 
3
 
2
 
4
 
2
 
2
 
A
－
1
 
2
 
3
 
9
 
4
 
1
 
1
 
3
 
1
 
3
 
5
 
2
 
1
 
1
 
3
 
7
 
5
 
6
 
1
 
7
 
 

1．－ － － － － －－ － － － 一 一 － － － － － － － － 一 － － －－ － － － －  

2．－ － － － － 一 － － － 一 一 － 一一 － － － － 5 － － － － － － － － －  

⊥1．一 － － － － － － － － － － － 1 － － － － － － 一 一 － － － － －11  

5．一 － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － －  

6．4 － － － － － － － － － 一 － － 】 － － － － － － － 一一 一一 －・一 － －  

7．－ 一一 － －1－ － － － 一 － － － － － － － － － － － － 一 － け － 1 －  

8．一 一 一 －1  

9．－ －1－一 一 － － － － － － － － － … － － － － － － － －－ 5 】－ －  

10．－ －一 － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － 一－ 1 一 － －  

11、－ － － －1一 － － － － － 一 一 一 一 － － － － － 2 － 一 － － 一 － －  

12．－ － － － －一 一 一 － － － 一 － － 一一一 ＝一 川l一 － － 一一 － 一一 1 一一一 一 －－1  

13．－ 3 ⊥ll 一 一 4 － － － － － － 一 － － Ⅶ －－ － 一 － － 【 － － － －  

ー ー・－ － 5 － － － － － －－ 】】 － －1－－】一 1 － －－ － 一  

－ － －－ － － － － － － － －一 一 － －1－ 一 一 【 － － － －  

一 － － － → － － － 2 一 － －1－ － － 一 － － －．l－ －－  

－ 一 一一 － －1一 一 － － －－ － －－ － － －1－ － －－ － － ｛ －  

一 － － － － 一 － － －一 一 一 一 一 － 7 － － － － － － － －  

14．－ －－  

15．－ －  

16．－ －－  

17．－ －  

18．」鵬・・鵬  

19．・－・・一  

20．－ －  

ー ー ー ー ーー ー 1  

ー ー ー ー ー 11－1一→ 36 － － －・一 一 － 51  

21．－－ 一 一 一 一一 一 鵬 － － 26 －・一l一 － 一一一 1 － 一一－ － － －一 － － － － 一 一  

22．【 一 － －－ － － 一 一 － － － － → → → ← －一 －－ － －－ － －－ － － － － －  

23．－一 → －→ 一一－ － － － 一 － －一 －・一一一・一一l一一l一・一l＝l1一一一▲l一一l・一一 －t 【 － － 一 一  

別．－1－l一l－l・－ － 一一 －－ －－，・・′・・－ －¶ － 一  一  － 、→ ・ 一 肌 － － 【 －  

25．－ － － 一 － －－ 一一 一一 一 一 一 一一 一一l一▲l一一・一一l一 一一 －1一一l一・l一一 －・・－・【－ － －  

26．－－ － 一一l一 一一 一一一 一一 －1－ － － － － －・【・－ 8 －Ⅵ －－ －－ 一 鵬 － → 一 －－ －  

27．→ － － － － 5 一一 － － － － － － 3 － －1－ － 一一 一 －－ － － 一一1一一 － －  

28．… 爛 椚 2 －1  

29．M － － － － － － － － － － － － － 一 一 一 一 － － － 】 － － － － －  

30．・一 一 － － － － － 一一 一・一1－ － － 一 一 －・－ －▲ － － － － － － 一 一 － －  

31．什－・－－【 － － － － 一 一 － － － － － － －－ － － －・－ － － － － － ∬ Ⅶ  

32．一一 一 － － － 6 －一 － － － － 3 一一 － －1  

33．－・一 －  

3‘1．－一 一 －－  ー1】  

35．一 －  

36．血 血  

549   
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種のDNA型は11タイプ碓認された．これらの申で品種聞有のDNÅ差臥 すなわち単…  

DNA型品種のみから構成されるDNA型は6タイプ存在していた．DNA型No．2．  

（0010011）のヤマダスギ，DNA型No．3．（0010111）のユウヤケ，DNA塾No．23．  

（1101010）のティゾウアオパ，DNA型No．25．（1101111）のトサグロ，DNA型No－29．  

（111PlOl）のトサアカ及びDNA型No．30．（1111000）のシチゾウボがそれらにあたる．残  

りの5タイプのDNÅ塾はすべて特定の品種固有のDNÅ型ではなく，複数のDNA些から  

構成される複合クローン品種のDNA塑であった．すなわち，DNA型No．1．（0010001）は  

4タイプのDNA型からなる投合クローン品種：キウラのDNA型の一つであり，DNA塾  

No．5．（0011010）はシママスギ，DNA塾No．17．（1010011）はヤマノカミスギ，DNÅ塾  

No．22．（1101011）はアラカワ，DNA型No．35．（1111110）はウラセパルのDNA型の山つ  

であった．なお，DNÅ型に含まれる平均「さし木品種」は3．5品稗であった．  

3．2．さし本品種のク鳥ト…ン構成（eloI柑mixtllre）   

同山DNA塾を示した個体群に対して，DNAフィンガープリント法によるクローン同定  

を行った．その結果，単一DNA型品種に分類された55品種のなかでアヤスギ，ホッシン  

アかヾの2品種は同∴DNA型に含まれている個体が異なる遺伝子型個体であることが判明  

した．残りの53品種については，同山DNÅ型を示した個体群は6樺のプライマーを用い  

たDNAフィンガープリント分析において全く同一の泳動パターンが得られた．  

「さし水晶種」の申にほ同山クローンが異なる品種名で保存されている可能性が拇摘され  

ている（宮島，1989）．図3にDNA型No．33．（1111011）に含まれるコパノウラセパル4  

個体とヒコサン1個体について行った分析結果を示した．図申，レーン番号1から5まで  

はOPA－08をプライマーとして用いた泳動像で，テンプレートDNAはレーン番号1から4  

までがコパノウラセパル，レーン番号5がヒコサンである．レーン番号6から20まではテ  

ンプレートDNAの順序はOPA－08をプライマーとして用いた場合と同じで，5レーン矧こ  

OPA鵬11，OPN－19，OPS－04をそれぞれプライマーとして用いた泳動像を示した．これら  

の結果，コパノウラセパル4個体はすペてのプライマーにおいて全く同一の泳動パターン  

が得られていることから，同山遺伝子型の個体である可能性が高い．また少なくとも今回  

の供試本に関する限り，ヒコサンはコパノウラセパルとは異なる遺伝子型個体であること  

が示された．また，「さし木品種」ナカムラとワカツに関しては両品種について外部形態や  

Fig13 DNAfingcrprintingforKobanourascbaruandrIikosancuttingculti＼，；lrS．  
図5 コバノウラセパルとヒコサンに対するDNAフィンガープリント分析  

コバノウラセパル：1～4，6～9，11～14，16～19  

ヒコサン  ：5，10，15，20   
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針薬のザイモグラムによる比較から同前クローンの可能性が指摘されている（熊本営林局，  

1971）．DNA型による分類では，ワカツは複合DNA型品種に，ナカムラは月ま血DNA姜軋鴇  

様に分類されたが，ワカツの供試13本中11本のDNA塑はナカムラのそれと同じであった．  

そこで，同一DNA塑に含まれるナカムラ，ワカツ両品種の個体に対してDNAフィンガー  

プリントによる分析を行った結果，これらの個体群は同山クローンと判定された．同様に，  

アヤスギの一部とアカバ，エンジンバおよびキナバに対するDNAフィンガープリントによ  

る分析の結果，これらの個体群は同〟クローンの可能性が非常に高いことが明らかになっ  

た．   

図4にナカマに対してプライマーOPA－08（レーン番号1から13）およびZ－01（レーン  

番号14から26）を用いて行った分析結果を示す．ナカマは矧圃麒と宮崎県からそれぞれ8  

個体と5個体が供試木として用いられた．図申，レーン番号1から8及び14から21まで  

が矧凋厳において保存されていた個体，レーン番登9から13及び22から26までが宮崎県  

において保存されていた個体である．図より，福岡，宮崎各県の個体はそれぞれ同一遺伝  

子型の個体と考えられが，県ごとに異なる遵伝子数個体が「さし本品椰」ナカマとして保  

存されていることが判明した．このように県ごとに異なる遺伝子型個体が保存されている  

「さし木品種」には，宮崎，鹿児島両県から供試木を得たオドリスギがあった．  

Fig．4 DNAfingerprintingforNakamacuttingcultivar．   
僕】4 ナカマに対するDNAフィンガープリント分析  

山岡：1～8．トト21  

宮崎：9～13，22～26  

Fig．5 DNÅfingerprintingforKumotooshi，Yabukuguri，KijinandHir10dectlttまngcultivar．   
図5 クモトオシ，ヤプクダリ，キジン及びヒノデに対するDNAフィンガープリント分析  

クモトオシ：1，4：福岡，2，5：大分，3，6：鹿児島  
ヤプクダリ：7，11：字副乱 8，12：大分，9，13：宮崎，10，14：鹿児島  
キジン ：15，18：矧閣，16，19：大分，17，20：鹿児島  
ヒノデ ：21，23：福岡，22，24：大分   
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さし木品種のDNA型数の変動に関連して当該品種の針葉を採取した県数との関係を調べ  

てみたところ，両者の間には有意な相関関係ほ認められなかった．図5は複数の県から供  

試木を採取したクモトオシ，ヤプクダリ，キジンおよびヒノデを対象にしたプライマー  

OPA鵬08及びZ－01を用いたフィンガープリント分析の結果である．ヤプタグリは福岡，大  

分，宮l崎，鹿児烏の4麒から，クモトオシ及びキジンは福岡，宮崎，鹿児島の3県から，  

ヒノデは福岡及び大分の2県から供試サンプルを採取したが，いずれの品種の場合も1品  

種1遺伝子型であった．また，供試12個体中11個体が品種固有のDNA壁豪（DNA塾No．  

35．（1111110））に含まれたウラセパルについてフィンガープリント分析を行った結果，4  

県から得られたこれらの11個体は同一遮伝子型であった．  

4． 考  察  

本研究では，2段階の分析方法をj酎、て「さし本品種」の分類．構成クローン数の解明を  

行った．第山段階で行った特定バンドによる分類は，本研究で扱ったような大意の供試個  

体の遺伝子型を迅速かつ確実に分類するためには非常に有効な手段と考えられる．大嶺の  

供試個体を対象とする場合，異なるPCR問で生じる増幅度物の再現性の問題や異なるゲル  

上のバンドの統み間遠いなどに起因する過ちが起こる恐れが大きくなる．今回用いた，極  

めて増幅効率が良くかつ再現性の高い特定バンドによる分数は，これらの過ちを防ぐ上で  

効果的であるばかりでなく，供試個体をDNA塾を同じくする小集団に分割することによっ  

て，効率的なクローン分析を可能にするものである．すなわち，1つの集団に含まれる個体  

数を1皮のPCR増幅によって分析可能な範囲まで少なくすることで，RAPD分析で得られ  

る全情報を利用したバンドパターンの比較を効率的に行うことが可能になった．   

本研究の目的の鵬つに「さし木品種」に対する基本遮伝子型個体（或いは個体群）の指  

定がある．先に述べたように，スギ材の利用拡大にとって大きな障寒となっているのは利  

用材質の「不均一性」と考えられる．その根本的な原因が植栽される種萬の遮伝的不均一  

性であることを考えると，基本遺伝子型個体に関する知見は今後の造林軍共にとって非常  

に愈栗な情報となる．本研究で対象とした84品種の申で基本遵伝子塑個体の指定の可能性  

が高い「さし木品種」としては，まず，単鵬DNA型品種であり，同時に他の品種とDNA  

型を共有しないヤマダスギ，ユウヤケ，ティゾウアかヾ，トサグロ，トサアカ及びシチゾ  

ウボの6品種を挙げることができる，これらの内，ユウヤケ及びティゾウアオバは1品種1  

個体のみの供試ではあるが，いずれの個体も両品種が「さし木品種」として指定された県  

の研究機開から得た飲試木であることから，基準速伝子数個体としての信顆性は高いと考  

えられる．また，ウラセパルも基本遺伝子型の指定の可能性が商い「さし水晶種」と考え  

られる．ウラセパルは後述のヒノデとともに，3倍体品種であり（松田・宮島，1977），種  

子の稔性が低く，実生による繁殖は困難とされている．このことは，両「さし水晶種」が  

比較的クローン性の高い品種であることを意味するものであろう．今回，4県の研究機開か  

ら待た供試11個体が同血遺伝子型であったこと，これらの個体の属するDNA型には他の  

「さし木品種」の個体が含まれないことを考え合わせると，これらの個体を基本遺伝子型個  

体とみなして良いと考えられる．また，複数の県から複数の供試木を採取した「さし水晶  

種」の内，1品種1退伝子型の品種であったクモトオシ．，ヤプクグ】j，キジンおよびヒノデ   
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についても当該個体群の遺伝子型を基本遺伝子型と考えても良いであろう．   

今後楓∴本実験において研究対象としなかった「さし木品種」も含めて広くその構成ク  

ローン数の正確な把握につとめると共に，分類・同定された「さし木品種」についてクロー  

ン単位で成長等の造林特性や材質等の利用特性を再整理し，データベー スの構築を行う必  

要がある．これによって，これまで問題となっていた利用時他の品種内のバラツキが解決  

され，木材工業サイドから要求される「原材料の均】性」を保証されるとともに，林莱サ  

イドにとって次期植栽品櫻の選択の擦の有益な情報を提供することがでさると考える．  
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Summary 

Random amplified polymorphic DNA (RAPD) marlrers were used to discriminate cutting 

cultivars of Japanese cedar (Crgptorneria japonica D. Don) in Kyushu. 549 individuals from 84 

cutting cultivars, collected as breeding stock by four prefectural forestry institutes (Fukuoka, 
Oita, Miyazaki and Kagosima prefectures), were investigated, Based on the data of seven 

high-reproductive specific bands amplified with four arbitrary 10-mer primers, these individuals 

were subdivided into 36 DNA types. Using another six primers, DNA fingerprint analyses were 
carried out for individuals of the same DNA type, It indicated that 31 cutting cultivars consisted 

of several genotypes. On the other hand, for 53 cutting cultivars, there was no difference within 
each cultivar in DNA fingerprint. This result suggests the high probability that these cultivars 
were monoclone. It was concluded that RAPD markers are useful for cultivar-discrimination and 

clonal identification of Japanese cedar. 
Key words : cutting cultivar; Cmptomeria japonica; RAPD; clonal identification; DNA typing. 




