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採種地が異なる大和マナ（Brassica rapa L. Oleifera Group）の S ハプロタイプの推定
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Abstract

Nara prefecture certifies Yamato-mana (Brassica rapa L. Oleifera Group) as the traditional vegetable of the Yamato District,

and is providing support for its cultivation and marketing. However, Yamato-mana has not yet been widely distributed and sold

because the harvested product is not uniformly sized and its outer leaflets are likely to turn yellow soon after harvesting.

Therefore, to overcome these problems, efforts are underway to breed an F1 hybrid of Yamato-mana using its nature of strong

self-incompatibility. To estimate S-haplotypes in six varieties of Yamato-mana sampled in different locations in Nara prefec-

ture, we cloned class-I SLG and class-II SP11 from these varieties by PCR. In total, 31 genes were confirmed from sequences of

amplified fragments, including 27 class-I S-haplotypes and 4 class-II S-haplotypes. Cluster analyses, based on S-haplotypes

accumulated in each variety, classified the six varieties into three groups: Nara prefectural agricultural experiment station/

Nanto varieties, Takada/Gojo/Fukase varieties, and Yamato agricultural farm variety.
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緒　　言

大和マナ（Brassica rapa L. Oleifera Group）はツケナの一

種で，青葉（1964）は奈良県の在来品種と位置づけている．

ダイコンの葉に類似した葉身部に不規則な楕円形をした頭

葉と翼葉を有する形状の葉を持ち，青菜独特のえぐみが少

なく，生食や加熱など様々な料理法に適用できる長所を有

している．特に冬の低温にあたると甘みが増すことから奈

良県下では好まれて食べられてきた．しかし，揃いが悪い

点や収穫後の外葉が黄化しやすいなどの欠点があり，広く

流通・販売されるには至っていない．奈良県では，各地域

で特定の農家が栽培してきた大和マナ（地域によっては真

菜と呼ばれていた）を，当農業総合センター，種苗会社お

よび民間育種家などが譲り受け，ここ 20年から 40年の間，

他地域のものとは遺伝子交流なしに集団栽培して採種，保

存してきた．最近，奈良県は大和マナを大和の伝統野菜と

認定し，生産・販売支援に力を注いでいる．その一環とし

て，現在の大和マナの欠点を克服するために，著者らはナ

ント種苗（株）と協力して，自家不和合性を利用した F1品

種の育成に取り組んでいるところである．

アブラナ科植物の自家不和合性は胞子体的に機能する 1

遺伝子座の Sハプロタイプにより制御され，基本的に雌ず

いと花粉が同一の Sハプロタイプを表現型として共有する

場合に不和合となる（Bateman, 1955）．多くの場合 Sハプ

ロタイプは共優性を示すが，ハプロタイプ間で優劣関係が
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認められる場合がある．Sハプロタイプは大きく 2つのク

ラスに分類されており，一般にクラス Iに属する Sハプロ

タイプは，クラス IIに属する Sハプロタイプに対して優性

を示す（Hatakeyamaら，1997）．アブラナ科植物の Sハプ

ロタイプには SRK（S locus receptor kinase），SP11（S locus

protein 11），SLG（S locus glycoprotein）がコードされてい

る（Nasrallahら，1988; Steinら，1991; Takayamaら，2000）．

SRKは雌しべ側認識受容体であり雌ずい表層に，SP11は

花粉側認識分子であり花粉表層に局在している．自家不和

合性反応は SP11が SRKのレセプタードメインに Sハプロ

タイプ特異的に結合することで起こる．一方，SLGは SRK

の細胞外ドメインと相同性を持つ分泌型糖タンパク質で，

自他識別反応を補助している可能性が指摘されているが，

実際の機能は不明である（Takayama・Isogai, 2003）．

Sハプロタイプは，蕾受粉により作出された Sホモ系統

間の交雑不和合性検定によって同定され，B. rapaには約

100種類あると推定されている（Nouら，1993）．しかし，

この方法は労力がかかる上，材料植物の制約を受ける．新

規 Sハプロタイプはこれまで同定されたすべてのハプロタ

イプに交雑和合性となることで，同定される．近年，SRK，

SP11および SLG対立遺伝子が Sハプロタイプ間で DNA多

型を示すことに着目し，各対立遺伝子の保存配列からデザ

インされたプライマーセットを用いた PCRにより，ゲノム

DNAから対立遺伝子を増幅し，増幅断片の DNA多型から

Sハプロタイプを推定することが可能となっている．ただ

し，これら対立遺伝子間の相同性は低く，クラス Iとクラ

ス II対立遺伝子を一度に増幅するプライマーセットは見い

だされていない．クラス Iとクラス II SLG対立遺伝子はそ

れぞれ 2種類と 1種類のプライマーセットで（Nishioら，

1996; Sakamotoら，1998），クラス I SRK対立遺伝子は 2種

類のプライマーセットで（Nishioら，1997），クラス Iとク

ラス II SP11対立遺伝子はそれぞれ1種類のプライマーセッ

トで（Shibaら，2002; Watanabeら，2000）増幅される．

自家不和合性を利用した F1品種の作出には，Sハプロタ

イプをホモに持つ幾つかの純系親系統の作出が必要であ

る．そこで，本研究では採種地の異なる 6地域集団を大和

マナ系統と捉え，各系統からゲノミック PCRにより SLG

および SP11対立遺伝子を増幅し，得られた増幅断片の配

列から各系統が保有する Sハプロタイプの種類や数を推定

した．

材料および方法

1．供試材料

大和マナの 6系統，奈良県農業総合センター系統（農総

セ系），ナント種苗株式会社系統（ナント系），フカセ種苗

会社系統（フカセ系），株式会社大和農園系統（大和農園系），

五條市系統（五條系）および大和高田市系統（高田系）を

本実験に供試した．これら供試材料として用いた 6系統の

採種地は異なっているが，いずれの系統も奈良県内におい

て大和マナとして栽培されている（第 1図）．

2．SLGおよび SP11のクローニングと配列解析

農総セ系 61個体，ナント系 50個体，フカセ系 30個体，

大和農園系 30個体，五條系 30個体および高田系 30個体の

葉組織から DNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）を用いてゲノム

DNAを抽出した．各系統のゲノム DNAからクラス I SLG

対立遺伝子およびクラス II SP11対立遺伝子を PCR増幅し

た．クラス I SLG対立遺伝子の増幅には 2組のプライマー

セット，PS5（5'-ATGAAAGGCCTAAGAAAACCTA-3'）と

PS15（5'-CCGTGTTTTATTTTAAGAGAAAGAGCT-3'）あるい

は PS22（5'-ATCGATGGGATGAAAAAGTCATCG-3'）と PS15

を用いた（Nishioら，1996; Sakamotoら，1998）．一方，ク

ラス II SP11対立遺伝子の増幅には Forwardプライマー（5'-

GCGAAAATCTTATATACTCATAAG-3'）と Reverse プライ

マー（5'-TTCGTTGATCAATTATGATT-3'）を用いた（Shiba

ら，2002）．ゲノム DNA（30 ng），10 × PCR Buffer，0.2 mM

dNTP，2 pmol 各プライマー，0.5 units EX taq（TAKARA）

および滅菌水を加えた 10 µLの反応液を作成し，GeneAmp

PCR System9700（Applied Biosystems）を用いて PCRを行っ

た．クラス I SLG遺伝子は，94°C・5 minの熱変性後，94°C・

30 sの熱変性，52°C・30 sのアニーリング，72°C・90 sの

伸長反応を 35サイクル行い，最後に 72°C・7 minで反応さ

せ，増幅させた．クラス II SP11遺伝子は，94°C・5 minの

熱変性後，94°C・30 sの熱変性，50°C・30 sのアニーリン

グ，72°C・1 min の伸長反応を 40 サイクル行い，最後に

第 1 図　各大和マナ系統の採種地
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72°C・7 minで反応させ，増幅させた．得られた PCR産物

を 1.5％アガロースゲルで電気泳動した後，Mag Extractor

（TOYOBO）で精製した．精製された PCR産物を pGEM-T

Easy Vector（Promega）を用いて TAクローニングした後，

DNAシーケンサー（ABI PRISM 3100 Genomic Analyzer）で

塩基配列を決定した．塩基配列を Brassica属の既知のクラ

ス I SLGおよびクラス II SP11遺伝子の配列と BLASTNプ

ログラム（Altschulら，1990）を用いて比較し，Sハプロタ

イプを推定した．また，GENETYX-MAC遺伝情報処理ソ

フトウェア（ゼネティック社）を用いて Sハプロタイプを

分類した．

3．Sハプロタイプの集団内減衰とクラスター分析

集団内のSハプロタイプ数の時間的変化を検討するため，

モンテカルロ・シミュレーションを 10,000回繰り返し計算

させた．出発集団の各個体は，Sハプロタイプをヘテロで

有するとした．なお，1世代当たりの個体数を 50個体もし

くは 1,000個体とし，一親一子法を仮定し，50世代に渡り，

集団内の Sハプロタイプ数を算出した．なお，モンテカル

ロ・シミュレーションを行うためのプログラムは，Perl言

語を用いて構築した．さらに，6地域に蓄積された Sハプ

ロタイプに基づき，群平均法によるクラスター分析を

Mulcelソフトウェア（オーエムエス出版）を用いて行った．

結果および考察

1．SLGと SP11対立遺伝子のクローニングによる Sハプ

ロタイプの推定

採種地の異なる大和マナ地域集団が保有する Sハプロタ

イプの種類や数を推定するため，各系統のゲノム DNAか

ら2組のプライマーセットPS5 + PS15あるいはPS22 + PS15

を用いた PCRによりクラス I SLG対立遺伝子を増幅した．

塩基配列を解析した結果，27種類に分類された．このうち，

13種類はデータベースに登録されている SLG12，SLG25，

SLG26，SLG27，SLG28，SLG35，SLG41，SLG45，SLG46，

SLG47，SLG48，SLG52，SLG99の配列と完全に一致したこ

とから，大和マナは該当する番号の既存 Sハプロタイプを

保有すると推定した（第 1表）．1種類の推定アミノ酸配列

は SLG22と 2個のアミノ酸残基だけが異なっていたことか

ら SLG22bと名付け，当該 Sハプロタイプを S22bと表記す

ることにした．残りの 13種類は新規 SLG対立遺伝子と考

えられ，SLG71～ SLG83と名付け，大和マナは該当する番

号の新規 Sハプロタイプを保有すると判断した（第 1表）．

各系統には 1種類しか，あるいは全く増幅断片が得られ

ない個体があった．これら個体はクラス II SLG対立遺伝子

を有するものと考えられた．クラス II SLG対立遺伝子を増

幅するプライマーセットはクラス II SLGと相同性が高い

SLR2（S locus related glycoprotein 2）も増幅する可能性があ

ることから，クラス II SP11対立遺伝子を増幅するプライ

マーセットを用いた PCRを行い，増幅断片の配列を解析し

た．この結果，SP11-29，SP11-40，SP11-44，SP11-60 の配

列と完全に一致する遺伝子断片の増幅が確認され，大和マ

ナは該当する番号のクラス IISハプロタイプを保有すると

判断した（第 1表）．

しかしながら，両プライマーセットを用いても 1種類の

Sハプロタイプしか同定できない個体が，農総セで 3個体，

ナント系で 4個体，フカセ系で 1個体，大和農園系で 2個

体および五條系で 2個体あった．この結果から，これらの

個体には使用したプライマーセットでは増幅し得ない SLG

あるいは SP11対立遺伝子が存在する，あるいは SLG対立

遺伝子を欠失したSハプロタイプが含まれる可能性（Suzuki

ら，2003）が推察された．

以上の結果から大和マナ地域集団には，まだ未同定の S

ハプロタイプの存在が示唆されるものの，既知の 17種類，

既知のものと類似した 1種類および新規の 13種類，計 31

種類のハプロタイプが含まれると考えられた．

2．Sハプロタイプに基づく系統系譜

奈良県内の異なる 6地域で採種された大和マナの各系統

は，いずれも集団栽培されてきたものであり，形態的にも多

様である．こうした多様な個体を含む系統間の遺伝的な比較

には，これまで表現型，アロザイム（Abbott・Gomes, 1989），

RFLP（Bergelsonら，1998），AFLP（Miyashitaら，1999; Shabel

ら，2000），マイクロサテライト（Kuittinenら，1997）など

が利用されてきた．一般的な対立遺伝子は集団のサイズの影

響を受けて，すぐに減衰・消失するが，Sハプロタイプの場

合は，減少してくると交配相手が増えて集団から消失せず残

存しやすくなるとされている（日向，1998）．他殖性で系統

内の変異がある大和マナのような在来品種においては，集団

から消失しにくいSハプロタイプを指標にして系統の系譜を

調べるのが有効であると考えられている．

第 1 表　各大和マナ系統が持つと推定された Sハプロタイプ

系統名 クラス ISハプロタイプ Z クラス IISハプロタイプ Z

農総セ系 S26, S46, S47, S48, S73, S76, S77, S99 S40, S44, S60

ナント系 S26, S28, S35, S45, S46, S48, S71, S72, S73, S74, S75, S76 S40, S44, S60

フカセ系 S22b, S26, S27, S60, S72, S73, S78, S82, S83 S40, S44, S80

大和農園系 S12, S22b, S25, S28, S41, S46, S52, S71, S81 S29, S44, S60

五條系 S26, S27, S46, S48, S52, S78, S79, S80 S44, S60

高田系 S26, S35, S45, S46, S52, S78, S79, S80, S81 S40, S44, S60

Z S71～S83は新規のSハプロタイプ，S22bは既知のものに類似したSハプロタイプ，その他は既知のSハプロタイプ
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31種類の Sハプロタイプを系統別に整理したところ，農

総セ系には 11種類，ナント系には 15種類，高田系には 12

種類，五條系には 10種類，フカセ系には 12種類および大

和農園系には 12種類の Sハプロタイプが所属した（第 1

表）．各地域集団内における Sハプロタイプの減衰をモンテ

カルロ法を用いてシミュレーションし，同定された各系統

内の Sハプロタイプ数の妥当性を評価した．各地域の集団

採種に用いられている平均的個体数である50個体を1世代

当たりの個体数とした場合，20年（20世代）あるいは 40

年（40世代）後の集団内の Sハプロタイプ数は平均 12.7個

（分散 2.3 × 10−4）と 9.7個（分散 7.4 × 10−5）とそれぞれ算

出された（第 2図）．一方，1世代当たりの個体数を 1,000

個体とした場合，50世代後の集団内の Sハプロタイプ数は

平均 30.8個（分散 2.0 × 10−5）と計算され，ほとんど減衰し

なかった．これらの結果から，1世代当たりの個体数が 50

個体の場合にはボトルネック効果による Sハプロタイプの

減衰が起こることが示唆され，各系統内に同定された Sハ

プロタイプ数が理論上妥当であることが裏付けられた．

個々の Sハプロタイプに着目して，幾つの系統に蓄積し

ているかを調べた（第 2表）．6系統すべてに認められたの

はクラス IIに分類される S44と S60だけであった（第 2表）．

クラス IIはクラス Iに対して劣性で表現型として現れない

ことから，長年にわたり欠落せず蓄積したものと考えられ

る．一方，S47，S77，S99は農総セ系のみに，S71，S74，S75は

ナント系のみに，S27は五條系のみに，S22b，S82，S83はフカ

セ系のみに，S12，S25，S29，S41は大和農園系のみに同定さ

れた．在来品種として多様性に富んでいた大和マナは昭和

40年代以降に，当農業総合センター，種苗会社および民間

育種家によって集団栽培され採種されてきた．各採種地で

は人為的に生殖的隔離がなされており，Sハプロタイプの

構成が変化してきたと考えられる．

各系統に蓄積された Sハプロタイプに基づいて，クラス

ター分析を行い，系統系譜を調べた（第 3図）．その結果，

第 2 図　モンテカルロ・シミュレーションによる大和マナ集団内の Sハプロタイプ数の減衰

最初の大和マナ集団に 31個の Sハプロタイプが存在したと仮定し，1世代当たり 50個体としてシミュレーションを行った

■：10,000反復に渡る平均値，各世代の縦線：最大値および最小値

第 2 表 大和マナ6系統において各Sハプロタイプが蓄積され

ていた系統数

系統数 蓄積されていた Sハプロタイプ

1 S12, S22b, S25, S27, S29, S41, S47, S71, S74, S75, S77, S82, S83, S99

2 S28, S35, S45, S72, S73, S76, S79, S81

3 S48, S52, S78, S80

4 S40

5 S26, S46

6 S44, S60

第 3 図　奈良県内で栽培されている大和マナ系統の Sハプロ

タイプに基づいたクラスター分析（群平均法）
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農総セ系・ナント系，高田系・五條系・フカセ系および大

和農園系の 3つのグループに分類された．同一グループに

分類された大和マナは遺伝的に近い系統と推察され，20年

～ 40年前に各地域で集団栽培を開始し始めた当初，同一地

域から導入された可能性があると考えられた．

本研究では，奈良県内 6か所の異なる地域で採種されて

きた大和マナ系統から，31種類の Sハプロタイプを推定し，

各系統に蓄積されている Sハプロタイプに基づき，系統系

譜を調査した．現在，著者らは，伝統野菜としての大和マ

ナの特徴を損なわず，形質的な揃いが良くて，流通期間中

にも商品の劣化が少なく商業ベースに乗る優良なF1品種の

育成に取り組んでいる．推定された Sハプロタイプの情報

から，自家不和合性を利用した F1品種育成に際して，計画

的な 3元，4元交配が可能になるであろう．

摘　　要

奈良県は，大和マナを大和の伝統野菜と認定し，生産・

販売支援に力を注いでいるが揃いが悪い点や収穫後の外葉

が黄化しやすいなどの欠点があり，広く流通・販売される

には至っていない．そこで，大和マナの欠点を克服するた

めに自家不和合性を利用したF1品種の育成に取り組んでい

る．奈良県内 6か所の異なる地域で集団採種されてきた大

和マナ系統が保有する Sハプロタイプを推定するため，各

系統からクラス ISLGとクラス IISP11対立遺伝子を PCRク

ローニングした．得られた増幅断片の配列から，27種類の

クラス Iと 4種類のクラス II Sハプロタイプの計 31種類が

同定された．また，各系統に蓄積されている Sハプロタイ

プをもとにクラスター分析を行ったところ農総セ系・ナン

ト系，高田系・五條系・フカセ系および大和農園系の 3グ

ループに分類された．
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