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日本ワサビの DNA多型解析

笠島一郎*， * * *平林孝之*・川合真紀**・内宮博文*，村*， **** 
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1.はじめに

ワサビは日本料理(サシミ，すし，そば，漬物等)

に独特の香辛料として用いられ，その歴史も古い.

ワサビは我が国が原種と考えられる数少ない植物

種である.すでに 7世紀の飛鳥時代に登場し，江戸

時代には静岡地方で栽培が推奨された(木苗ら

2006) .これまでいくつかの代表的栽培種が育成さ

れているが，それらの遺伝学的類縁関係に関する知

見は少ない.本研究では RAPD~去と呼ばれるポリメ

ラーゼ連鎖反応 (PCR)多型解析により，栽培ワサ

ビ品種及び野生種の類縁関係の解析を試みた.

2.試験方法

材料として， 3品種(真妻，だるま，グリーンサ

ム)並びに3つの異なるローカル品種 1，2， 3を用

いた.さらに，岩手県雫石川上流にて 2つの異な

る地点(標高 500~1 ， OOOm)より採集された野生ワ

サビ 10個体(1-1，1-2， 1-3， 1-4， 1-5， 2-1， 2-2， 

2-3， 2-4， 2-5)を分析に供した.野生植物保護上，

盗伐などの被害を防ぐ目的で，正確な地図上の記載

は省略する.

凍結保存した葉から SDSフェノール法により

DNAを抽出した (Edwardsら 1991).単離したDNA

は蒸留水で溶解した.PCR産物を 1%アガロースゲ

ノレで、電気泳動しエチジウムブロマイドで染色後，

uv照射装置で DNAを可視化しそのサイズを分子
量マーカーと比較した.

PCR条件は宮尾 (1997)の方法を改変した.すな

わち， DNA 20ngとプライマー20pmolを20f.ILの溶

液中で反応させた.Ex-Taq (タカラバイオ)を用い

て反応を行った. GeneAmp PCR System 2700 
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(Applied Biosystems Japan)により DNAを増幅し

た.反応液を 94
0

C1分，35
0

C2分，72
0

C3分で45サイ

クル反応させ， 72
0
Cで 3分処理した.反応液 8μL

をローディング、バッファーと混ぜ， 1%アガロース

ゲノレ (L03，タカラバイオ)で 200ngの分子量マー

カー (lKbPlus DNA Ladder，インビトロジェン)と

共に電気泳動した.泳動したゲルをエチジウムブロ

マイドで染色しuv照射装置で可視化した.オベロ
ン・テクノロジー (Alameda，USA)のkitA (OPA-01 

から OPA-20)の20個の 10塩基 (decamer)プライ

マーを解析に用いた.本研究で用いたプライマーの

配列と各実験で検出された多型バンドの大きさを

表 1に示す.

DNAバンドの有無に応じて， ‘1 'または‘0'

を数値としてデータ化した.バンド位置の微妙な違

いを判別するため， Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/ 

index.htmI)を用いて泳動方向にシグ、ナル強度のグ

ラフを作成し比較した.系統聞の類似度はPHYLIP

(F elsenstein 1989)の‘Res加l'アプリケーション

により評価した.以上のデータを用い， ‘Draw附'

アプリケーションにより系統樹を作製した.

3. RAPD法による DNA多型解析

解析に利用したRAPD法は，系統聞の DNA多型

の差異を検出できる手法の一つである.RAPD法の

メリットは，任意のプライマーセットを用いて，予

備的な遺伝配列の情報もなく，ゲノム DNAの塩基

配列の系統聞の差異をランダムな複数の染色体位

置について，標準的な PCR法で評価できることで

ある.なお，反応の聞の聞での DNAバンドのラン

ダムな消長の影響を排除するため，本研究では同じ

回の結果同士についてのみ系統間の比較を行った.

4. [実験1]6系統の比較

真妻，だるま，グリーンサム，ローカル品種 1，

野生株 1-1，野生株2-1聞のDNA多型を解析した

結果を図 1に示す.合計 20多型が観察された.代

表的な解析結果を図 2に示す.真妻とグリーンサム
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では変異のみ観祭され，ほぼ均一の DNA多型

であることが示された.従って，グリーンサムは真

妻を起源とする可能性が示唆された.一方，真棄と

だるまにおいては， 8多型があり変異の大きい事が

(20 1 0年)

判明した.岩手県内で栽培されるローカル品種 Iは

いずれの栽培品種と比較しでも幾つかの変異を有

しており，これらの品種とは異なる起源、であると考

えられる.
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表 l 本研究で朋いたプライマーと検出された多型
‘多型バンド'のタlに記された悉号は多型バンドのおおよその大きさ在示す 単位は境基対(bp)

多型バンド(実験3)

2000 

13000， 5300， 1600， 1500 

4700， 510， 450 

多製バンド(実験1)

1900， 800， 300 

1400 

5500， 2200 

2900， 1500， 700 

2200， 1800， 520， 360， 340 

400 

600 

1400， 400 

1000 

2500 

2700， 1850， 1550， 1530， 1500， 950 

2200， 2100， 1300，850， 750 

800 

2600， 1700， 1000 

1700，700，500 

3000 

1600， 800 

5' -tgccgagctg-3 ' 

5' -agtcagccac-3 ' 

5' -aatcgggctg-3' 

5' -aggggtcttg-3 ' 

5' -ggtccctgac-3 ' 

5' -gaaacgggtg-3 ' 

5' -gtgacgtagg-3' 

5' -gggtaacgcc-3' 

5' -gtgatcgcag-3' 

5' -caatcgccgt-3 ' 

5' -tcggcgatag-3 ' 

5'-cagcacccac-3' 

5 ' -tctgtgctgg-3 ' 

5' -ttccgaaccc-3 ' 

5'-agccagcgaa-3' 

5' -gaccgcttgt-3' 

5' -aggtgaccgt-3' 

5' -caaacgtcgg-3' 

5' -gttgcgatcc-3 ' 
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フ。ライマー名

OPA-Ol 

OPA-02 

OPA-03 

OPA…04 

OPA-05 

OPA-06 

OPA-07 

OPA-08 

OPA-09 

OPA-I0 

OPA…II 

OPA…12 

OPA-13 

OPA-14 

OPA-15 

OPA-16 

OPA-17 

OPA-18 

OPA-19 

OPA-20 

2，000 bp 

1，000 bp 

500 bp 

グリーンサム

才
女真

図 2 [実験 lJ OPA-Olプライマーを用いた 6系
統の電気泳動関
M:分子量:マーカ-'IKb Plus DNA Ladder¥ 
分子議;マーカーの代表的バンドのサイズを泳動像、

の左側に記す 系統問で違いが見られるバンドの
サイズを泳動像の右側に認す.

野生2-1

0.01 

6品磁のDNA分析結果から推定し

野生1…l

殴 1 [実験II
た系統:f1iI
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[実験2]ローカル品種2および

ローカル品種3の解析 "四ー句、、ヤ1

1-4¥  
1-5 ノ 1-2¥

、「一九ど/' 1-3 ¥、----
¥‘ 聖子生1-1 -' 、 ，

流域2

〆'、

/野生2τ1 ¥ 

2イ1..
2-2 ------z-3¥ 
¥2-5 一一〆一

次に，岩手県内で栽培されるローカル品種2及び

3のDNA多型をだるまと比較した.ローカノレ品種2

は今回の解析中唯一の畑ワサビである.ローカノレ品

種3はだるまに由来する系統であると考えられてい

た.実験 1において多裂を示したプライマー8偲を

用いて解析した.RAPD解析の代表的な結果を鴎 3

に示す.ローカル品積3はだるまとほぼ問ーのバン

ド、パターンを示しており，だるまに由来する系統で

あることが裏付けられた.ローカル品種2のバンド

パターンはだるまとは異なっていた.最初の実験の

結果と比較したところ，ローカノレ品種2の遺伝的組

成はだるまよりも真姿に近いと考えられる.
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11系統を解析した結果の系統樹
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11系統をOPA-18で狗手析した電気阪 5 [実験3]

泳動の結巣
M:分子蕊マーカ-'IKb Plus DNA Ladder' 

本研究と開様に， DNA多型を利用してワサビの

品種を識別することに成功した例は烏根県でも報

されており，ワサど品種の識別における DNA多

型解析の汎用性を支持している (http://www.pref.shi

mane.lg必/nogyogijutsu/tokimeki/031.html) • 

今後，現地調査により野生種の分布と DNA多型

解析を進めることは，ワサビという我が国間有の有

浴植物遺伝資糠の保護・育穫に有益であると考えら

れる.

真妻は和歌山県印南町で育成・栽培されたといわ

れる.だるまは静岡県や，神奈川県から広がったも

のと考えられる(木萄ら 2006).間じ岩手県内で栽

培される品種で、あっても，だるまとほぼ閉じ遺信組

成を持つ系統もあれば，それとは異なる遺伝組成を

持つ系統もあり，興味深い.

[実験3]野生種と栽培品種との比較

岩手県雫石JIIJ二流山間部にて採集された野生ワ

サどと栽培品種の比較を行った(関 4，5) .その結

果，野性ワサビは個体ごとに変異を示し，その一方

で流域に共通したDNA多型も示した.500mほどの

稜線で隔離された条件でもそのような変異性は維

持された.このことは，野生種における個体として

の DNA変異性の高さを証明するものである.

6. 
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