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緒言

キリンソウ (Phedimusaizoon 異名： Sedum aizoon) 

は，ベンケイソウ科に属する多肉性多年草であ り，分布

域は日本から東アジアである．山地や海岸の岩場などに

自生し，形態的な多様l生が大きい 野生種は冬季に地上

部が枯れ落ち，冬芽を形成して休眠する．近縁種にエゾ

ノキ リンソウ (Phedimuskamtschaticus), タケンマキ リン'

ソウ (Sedumtakesimense) 等がある．

（株）フジタ（鳥取県岩美郡岩美町）は冬季に地上部に

より多くの緑を保つよう品種改良を行い，「トットリフジ

タ 1号」（品種登録第 15866号）および 「トッ トリフジタ

2号」（品種登録第 15867号）（図 1)を開発したこれら

は品種登録され，「常緑キ リンソウ」の通称で呼ばれてい

る．常緑キリ ンソウは，屋上緑化， 法面緑化，壁面緑化

など，様々な場所での緑化用植物として広く 利用されて

いる常緑キ リンソウは乾燥湿潤および高温，低温と

いった様々な環境ストレスに強い 厳しい環境において

も自然降雨のみでの生育が可能であるため， 灌水設備の

設置を必要と しないそのため，低コス ト，低 メンテナ

ンスの緑化が行える優れた植物である

今後も市場拡大が見込まれる常緑キリンソウである

が，挿し木に よって容易に栄蓑繁殖が可能であ るため，
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品種保護のための品種識別マーカー開発が必要であった．

また，現在市場に出ている品種は 「トット リフ ジタ 1号」

のみであり，新しい品種の開発が望まれていた しかし

ながら，常緑キリンソウの遺伝学的研究はなく，これら

の開発は困難であった

そこで本研究では， sequence-taggedsite (STS)マーカー

および simplesequence repeats (SSR)マーカーの作製を

行ったまた，常緑キリンソウの花粉および種子の調査

を行った． さらに，体細胞および花粉母細胞における染

色体を調査した．

材料および方法

1. 植物材料

常緑キリン ソウ品種「 トット リフジタ l号」，「トット

リフジタ 2号」，富山， 柏崎佐渡の自生集団より採集し

た， 3系統のキリンソウ (P.aizoon), さらに，園芸店（ア

ルペンガーデンやまくさおよび大木ナーサリー）から購

入 したタケシマキリンソウ (S.takesimense) を用いた．

図1.「トット リフジタ 1号」（左）および「トッ トリフジク 2

号」（右）の草姿．
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これらのタケシマキリンソウは，それぞれAおよびBと

して区別した．

2. 花粉および種子の観察

6月に屋外で開花した「トットリフジタ 1号」の花か

ら成熟花粉を採集し， これを酢酸カーミンで染色後，光

学顕微鏡で調査したまた同じ植物を放任受粉させ， 2

か月後に種子の結実率を調査した．得られた種子はホル

モンを添加しない MS焙地に播種し，発芽率を調査した．

MS培地の作製には，ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩

類（日本製薬株式会社）を用いた．ビタミン類の調整は，

大澤・久保田 (2009)に基づいて行った．

3. 染色体観察

体細胞分裂観察用の試料は，「トットリフジタ 1号」の

根端を約 1cm切り取り，滅菌水に入れ， 0℃， 24時間の

前処理を行い，室湿のファーマー液で5日間固定して作

製した．この試料を酢酸カーミンで20分間染色し，押し

つぶし法によりプレパラートを作り，位相差顕微鏡

(OLYMPUS BX 41) で観察した．減数分裂観察用試料

は，屋外で生育した「トットリフジタ 1号」の花曹 (2-

7mm)をファーマー液に入れ，室温で7日間固定し作製

した．実体顕微鏡の下で約から未熟な花粉を取り出し，

酢酸カーミンで2分間染色して位相差顕微鏡で観察した．

4. 品種識別のための STSおよびSSRマーカーの作製

上記 7種類の植物の展開直後の若い葉0.1g (新鮮重）

を，液体窒素中で凍結粉砕した後， MagExtractor-Plant 

Genome-(TOYOBO)を用い，そのプロトコルにしたがっ

てDNAを抽出した．

STSマーカーの作製のため， まず，常緑キリンソウ 2

品種とキリンソウ 3系統の DNAを鋳型にし， 20種類の

RAPDプライマー (Operon社， KitA)でPCRを行った．

PCRに用いた反応液の構成は，ゲノム DNA50 ng, RAPD 

プライマー 7.5pmol, 10 xEXTaq Buffer (Takara Bio, Shiga, 

Japan) 2.5μI, dNTP mix (2.5 mM, Takara Bio) 5 nmol, 

HybriPol DNAボリメラーゼ (Bioline,London, UK) 0.6 U 

を合わせて全量25μIとした. PCRは， 94℃で3分間処

理後変性を 94℃で 1分間，アニーリングを 34℃で 1分

間，伸長を 72℃で2分間を lサイクルとし， これを 45

サイクル反復した後最後に 73℃で5分間の条件で行っ

た.PCR増幅産物を電気泳動で分離し，植物間で増幅さ

れる DNA断片のサイズの多型性から，品種識別に利用

できそうな特異的バンドを探索した．そのうち， 800bp

以下のものについて， STS化を試みた． これら， STS化

プライマーを用いて，常緑キリンソウ品種2品種とキリ

ンソウ 3系統，およびタケジマキリンソウ 2系統の DNA

を鋳型とし， PCRを行った.PCRに用いた反応液の構成

は， ゲノム DNA50 ng, フォワードプライマー 5pmol, 

リバースプライマー 5pmol, KAPA Taq Extra Hot Start 

Ready Mix PCR Kit (KAPA BIOSYSTEMS) 12.5μlを合わ

せて全量25μlとした. PCRは， 94℃で 5分問処理後，

変性を 94℃で30秒間，アニーリングを 30秒間（アニー

リング温度はプライマーによって異なる），伸長を 72℃

で 15秒間を 1サイクルとし， これを 35サイクル反復し

た後，最後に 72℃で 7分問の条件で行った. PCR終了

後， 2%アガロースゲルで電気泳動を行い，多型の確認を

行った．

SSRマーカーの作製は，練・宝月 (2004) の方法にし

たがって行ったその方法を簡単に記載すると付図 lの

ようになる．「トットリフジタ 1号」の DNAを制限酵素

HaeIIIで切断し，その両端に， 48merの長鎖 DNA(5'-

GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGG 

CCCGGGCTGGT-3') と3'末端をアミノ化した 8merの短

鎖DNA(5'-ACCAGCCC-NH2-3')から成る不等長アダプ

ターをライゲージョンした．次に，アダブター配列と同

じ配列を含むアダブター特異的プライマー APl (5'-

CCATCGTAATACGACTCACTATAGGGC-3'), AP2 (5'-

CTATAGGGCACGCGTGGT-3')を用意した． プライマー

AP2と， SSR配列(AC)1。または(AG)10を用いて PCRを行

い， SSR配列に隣接する配列のうち片側を増幅した．増

幅産物をクローニングし，挿入部分の塩基配列を決定し

た．その配列それぞれに対して，フォワードブライマー

となるプライマー IPl, IP2を新たに設計した．次に，

「トットリフジタ 1号」の DNAを制限酵素EcoRV,Alul, 

Rsal, HincII, Ssplで切断し，アダプター付き断片を作製

した. 6種類のアダプター付き断片それぞれを鋳型に，

nestedPCRを行ったまず，プライマー IPlとAPlを用

いてPCRを行った後，そのPCR産物を鋳型にプライマー

IP2とAP2を用いて PCRを行った．十分な長さのジング

ルバンドが出たものをダイレクトシーケンスし，配列を

決定したこの， SSR配列に隣接する配列のうちもう片

側の配列を元にリバースプライマーとなるプライマー IP3

を設計した．作製したプライマー IPlとIP3のペアを用

いて，ゲノム PCRを行った．鋳型とするゲノム DNAは，

上に述べた植物 7種類を用いた. PCRに用いた反応液

は，ゲノム DNA50ng, プライマー IPl(フォワードプラ

イマー） 10 pmol, プライマーIP3(リバースプライマー）

10 pmol, KAPA Taq Extra Hot Start Ready Mix PCR Kit 

(KAPA BIOSYSTEMS) 12.5μIを合わせて全星25μlとし

た. PCRは， 94℃で9分問処理後変性を 94℃で30秒

間，アニーリングを 55℃で30秒問，伸長を 72℃で30秒

間を 1サイクルとし，これを40サイクル反復した後最

後に 72℃で 5分間の条件で行った. PCR終了後， 3%ア

ガロースゲルで電気泳動を行い，多型の確認を行った．

結果

1. 花粉および種子の観察

裂開直後の約から採取した花粉粒を 345粒調べたとこ
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ろ，そのうち 284粒が内容物を含む正常な形態の花粉で

あった（花粉稔性 82.3%). 残りの 61粒 (I7.7%)は不稔

花粉であり，そのうち内容物を含まず染色されないもの

60粒 (17.4%),粒の大きさおよび染色が不十分なもの l

粒 (0.3%)であった（図 2i).正常な花粉は直径 17μm

から 25μmで，原形質全体が均ーに染色されて 3個の発

芽口が確認できた．不稔花粉は 10~un から 18µm の大き

さであり内容物を欠いていた．

また，放任受粉させた 「トットリフジタ 1号」の 73の

子房に含まれていた 713粒の種子の形態を調査した結

果，厚みのある種子と厚みのない種子の 2型が存在する

ことが分かった．厚みのある種子は 713粒の内 4粒

(0.6%), 厚みのない種子は 709粒 (99.4%)であった．

これらの種子を MS培地に播種したところ，厚みのある

種子は発芽したため正常な種子であることが分かった．

また，厚みのない種子は発芽せず枇であることが分かっ

たよって， 「トッ トリフジタ 1号」の結実率（総胚珠数

に占める結実種子数の割合）は 0.6%と非常に低いことが

明らかになった．多数の子房から厚みのある種子のみを

196粒集め， これらをホルモンフリー MS培地に播種し

たところ， 157粒が正常に発芽したよって，「トットリ

フジタ 1号」より得られた種子における発芽率は 80.1%

であった．播種後 8か月後の時点で合計 112個体の次代

が得られたこれら次代個体は全て常緑性であったが，

葉の形態大きさ，色や草姿の伸長程度などの形質が個

体ごとに異なっていた（付図 2). 葉の形態については，

細葉や内側に湾曲した葉，鋸歯の深い葉が観察された．

また，葉色は濃い緑色から黄緑色を呈するものや，葉の

末端部が白く変色したものが観察されたしかしながら，

． 
••• 0 ． ．
 ．．
 ．
 
．
 
゜

図2.「トットリフジタ 1号」の体細胞の染色体 (a), 減数分裂

の様子 (b-g) および「トットリフジタ 1号」の花粉 (h,

i). b: 第一分裂前期 C: 第一分裂中期， d:第一分裂後

期， e:第一分裂終期， f:第二分裂中期， g:四分子期，

h, i: 花粉．黒いバーは20,un, 白いバーは 100,unを示す

明瞭に分離する形質は見られなかった．

2. 染色体観察

体細胞分裂の観察のため根端の 5細胞で染色体数を調

査した結果， 「トットリフジタ 1号」 の染色体数は 2n=

32であることが分かった中期において染色体の全長は

1.4μmから 2.6μmであり，染色体間で長さに大きな差は

なかった動原体は明瞭に現れ， 24本の中部動原体染色

体と 8本の次中部動原体染色体が存在した（図 2a).

減数分裂の観察では， 2mmの花齋に含まれている莉か

ら，減数分裂の各分裂ステージの細胞が観察された（図

2b-g). 一方， 3mm以上の花菅に含まれている約では，

減数分裂が完了しており花粉を形成していた（図 2h).

減数分裂第一中期においては，全ての染色体が二価染色

体を形成しており，多価あるいは一価染色体は見られな

かった． しかし，後期および終期において若干の染色体

橋が見られ， このことは逆位ヘテロの存在を示唆するも

のであった しかし，減数分裂はおおむね正常であり，

正常な四分子を形成した．

3. 品種識別のための STSおよび SSRマーカーの作製

1) STSマーカーの作製

20のRAPDプ ライマーを用いて PCRを行った結果，

OPA-07, OPA-10, OPA-16, OPA-20の4プライマーによ

り多型バンドが得られた（付図 3). OPA-07, OPA-10, 

OPA-20により得られた多型バンドは「トットリフジタ l

号」と「トットリフジタ 2号」に共通であり， OPA-16に

より得られた多型バンドは「トットリフジタ 1号」のみ

に特異的であったこれらの多型バンドをもとに STS化

を行うために，それぞれのバンドの塩基配列を解読し，

その配列を元に 20または 23merのプライマーを設計し

たこれらのプライマーを用いて 7種類の植物について

PCRを行い，多型性の再確認を行ったその結果，RAPD

プライマー OPA-07, OPA-10, OPA-16によるバンドから

得られた塩基配列を元に設計した 3組の STSプライマー

（付表 1)において，多型を示すバンドが得られた （図 3).

これらの STSマーカー A-07,A-10, A-16のバンドサイ

ズはそれぞれ 449, 661, および401bpであった．

これら 3個の STSマーカーにおけるバンドは，いずれ

も 「トットリフジタ 1号」と 「トットリフジタ 2号」の

2品種間で同一であった.STSマーカー A-07において

は，「トットリフジタ 1号」および「トットリフジタ 2

号」の 2品種のみに特異的なバンドが見られた． また，

タケシマキリンソウ Aとタケシマキリンソウ Bの2系統

は，全ての STSマーカーにおいて同一のバンドパターソ

を示した

2) SSRマーカーの作製

SSR配列を含む配列 25種類を決定し，それぞれの配列

から SSR配列を含む断片を増幅するフ ラ゚イマーとなる

フォワードプライマー IPlおよびリバースプライマー IP3
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図3.STSマーカーおよび SSRマーカーの電気泳動像- M: 分

子羹マーカ ー (100bp DNA Ladder), I : 「トットリフ ジタ

1号」，2:「トットリフジタ 2号」，3:キリンソウ野生系

統 （富山），4:キリ ンソウ野生系統 （柏崎），5:キリンソ

ウ野生系統 （佐渡），6:タケンマキリ ンソウ A,7: タケ

ンマキリンソウ B,N : ネガテ ィブコントロ ール.a : 

A-07-2, b: A-10-2, c: A-16-2, d: 251-IPIとIP3,e : 299-

IPIとIP3, f: 263-IPIとIP3,g : 274-IP IとIP3,h : 293-

!PlとIP3,i : 332-IP IとIP3,j : 353-IP IとIP3,k : 257-

!PlとIP3,I : 260-IP IとIP3,111 : 298-IPIとIP3,n : 366-

!PIとIP3,o : 370-IPIとIP3, p : 376-IP IとIP3,q : 384-

!PlとIP3, r : 235-IPIとIP3, s : 238-IP IとIP3,t : 322-

JPIとIP3により増幅

を25組設計した フォワー ドプライマー IPlとリバース

プライマー IP3を用いて植物 7種類について PCRを行

い， 多型性の調査を行った．その結果， 17の SSRマー

カー （付表 2)を用いた際に，いずれかの系統において

多型を示すバンドが得られた （図3).

17のSSRマーカーのうち 1マーカー （図 3h)は 「トッ

トリフジタ 1号」 と 「トットリフジタ 2号」の間でバン

ドパターンの違いが明瞭で，識別可能であった. 2マー

カー （図31,n)は， 「トットリフジタ 1号」と 「トットリ

フジタ 2号」の間でバンドパタ ーンの違いが不明瞭で識

別困難であった

6マーカー（図 3g,k, 1, o, q, t)は， 「トットリフジタ l

号」および 「トットリフジタ 2号」を，タケジマキリン

ソウ 2個体と明確に識別可能であったが， 2マーカー （図

3h, s)については識別困難であった

いずれの SSRマーカーも，タケシマキリンソウ Aとタ

ケシマキリンソウ Bに多型を示さなかった．

考察

1. 花粉および種子の観察と染色体観察

従来 「トットリフジタ 1号」の種子は確認されておら

ず，不稔品種であろうと考えられて来た．しかし， 本研

究によって，正常な減数分裂を行い花粉稔性も高いこと

が明らかとなったしかし，種子結実率は 0.6%と低いも

のであった．次世代からは多様な形態を示す個体が得ら

れ，今後，自殖や他の系統との交配による育種の可能性

があることを示すことができた．

なお，今回の研究で 「トットリフジタ 1号」の体細胞

染色体数は 32本であることが分かったタケンマキリン

ソウの染色体数は 2n= 32 (Weiss et al. 2002), キリンソウ

の染色体数は 2n=32から 102まで生息域によって様々で

ある (Amano1990). 「トットリフジタ 1号」の染色体数

は，タケシマキリンソウおよび一部のキリンソウと同数

であるが， Amano(1990)によるとキリンソウの染色体

の基本数は x=8であることから，四倍性であると考えら

れる．「トット リフジタ 1号」の減数分裂においては，四

価染色体は見られなかったが， コルヒチンにより倍加し

た四倍性のソバのように， 同質倍数性でもほとんど二価

染色体を示す植物もあるので，これらが同質倍数体か異

質倍数体かは分からない

2. 品種識別のための STSおよび SSRマーカーの作製

本研究で 「トットリフジタ 1号」と 「トットリフジタ

2号」の品種識別に利用可能な特異的バン ドパターンを

示す STSマーカーを 3個，SSRマーカーを 17個作製す

ることができた 「トットリフジタ 1号」および 「トット

リフジタ 2号」については過去に塩基配列の情報がなく，

DNAマーカー もなかった本研究で作製 したこれらの

DNAマーカ ーは品種識別に有用であり，品種の保護に利

用できるマーカー開発を行った当時品種登録されてい

た品種は， 「トットリフジタ 1号」および 「トットリフジ

タ2号」の2品種のみであった．キリンソウおよびタケ

シマキリンソウの野生個体は，本研究で比較対象として

用いた以外にも様々な遺伝子型の個体が存在していると

考えられる本研究で開発した DNAマーカ ーを用いて

品種識別を行う際，その目的は，調査する植物が 「トッ

トリフジタ 1号」なのか， 「トットリフジタ 2号」なの

か，それ以外の個体なのかを決定することとしている．

本論文に記載した方法により，高い再現性で明確に品種

識別が可能である

SSRマーカーは一般的に共優性であり，対立遺伝子の

数が多いため品種識別に適している これまでにもイネ

やチャなど数多くの植物種において高い多型性が示され

ている （河野ら 2000,加藤ら 2008).本研究においても

開発した SSRマーカーは複数本のバンドを示すものが多

くあり （図3n,oなど），キ リンソ ウの品種識別において

もSSRマーカ ーの有用性が示された．
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「常緑キリンソウ」のDNAマーカーの開発

特異的なバンドを示した全20マーカーの内 1個の SSR 謝辞

マーカーにおいて，「トットリフジタ 1号」と「トットリ
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フジタ 2号」の間で明瞭なバンドパターンの違いが見ら

れた（図 3h). この 2品種は互いに近縁であるといわれ

ているが，このマーカーは，「トットリフジタ 1号」に近

縁な個体問での識別にも有用である．タケシマキリンソ

ウAとタケシマキリンソウ Bの2系統は，いずれのマー

カーでも識別できず， これらはクローンである可能性が

高い．

電子付録

付表 1. 多型を示した STSマーカーのプライマー配列

付表2. 多型を示した SSRマーカーのプライマー配列

付図 1. SSRマーカーの作製方法

付図2. 「トットリフジタ 1号」から得られた次代の草姿

付図 3. RAPDプライマーでの電気泳動像

本研究の一部は農水省による品種保護に向けた DNA

品種識別技術実用化事業の支援を受けて実施された．
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