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I 緒

1. 研究史および研究目的

論

マメ科牧草のスイートクローパを含む Melilotus

属は Medicago属および Trigonella属と近縁で， 2 

亜属 CEumelilotusとMicromelilotus)19種からな

る~) Melilotus属におけるスイートクローパとし

て最も重要な栽培種は Eumelilotus亜属の M.alba 

とM.officinalisである。 この 2種は地中海沿岸に

起源し，現在ではユーラシア大陸から新大陸，オー

ストラリアまで広く栽培されているEMスイートク

ローパは適応性が広く，砂質土壌，乾燥地域によく

生育し，乾物収量も高いため，今世紀初頭から，牧

草・緑肥作物・蜜源、作物等として広く経済的に利用

されてきた。 しかしながら， 2年生で茎が太く粗剛

になりやすく，また苦味物質で、あるクマリンを含み

家畜の噌好性を低下させるため，牧草としての利用

にあたっては低クマリン品種の育成が早くから試み

られてきた。低クマリン品種育成に関しては，野生

種である M.dentataの系統中にクマリンをほとん

ど含有しないものが見出されデ)M. dentataの低ク

マリン遺伝子を導入するために，M. albaおよび

M. officinalisとM.dentata聞の種間交雑が多くの

研究者によって試みられた。 しかし ，M. albaxM. 

dentataの交雑種子は得られるが， F，は強度のクロ

ローシスを示し，子葉展開後まもなく枯死した。
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Smith叩はクロローシスによる雑種致死を克服す

るため，M. alba x M. dentata F，を M.officinalis 

に接ぎ木して初めて F，を育成した。 さらに，この

F，に M.al仰を戻し交雑して，その後代より低ク

マリン含量の品種‘ Denta'を育成した。 その後，

この品種を基に‘ Cumino'および‘ Acumar'の

低クマリン品種がカナダおよびドイツでそれぞれ育

成された~) 一方，M. officinalisでも低クマリン品

種を育成するために，M. albaの低クマリン品種か

らの遺伝子導入が試みられた。 しかし， Kirk9
)が

指摘したように，M. 0 fficinalisとM.albaとの種

間雑種 F，は蜜蜂による自然、交雑で 11400分の 1の

低頻度でしか交雑種子が得られず，両種聞の雑種を

得ることは極めて困難であった。このような実際育

種場面で、の必要性を背景に，Eumelilotus亜属の種

間関係に関する研究が進展した。 Gre巴nshields'O)

はM.officinal:ぬと M.alba 2種間で発芽可能な F，

種子が得られないのは雑種怪の早期退化が原因であ

ることを明らかにし，これに基づき， Webster") 

は低クマリン含量の M.alba系統と M.officinalis 

との種間雑種F，を匪培養で育成し ，M. officinalis 

にM.dentataの持つ低クマリン遺伝子を導入する

ことに成功した。

一方，Eumelilotus亜属の種間雑種に関する細胞

遺伝学的研究につい ては，多数の研究報

告11，12，13，14・15.16，17，18，19，20れ 22，23)があり ，Eumelilotus 

亜属各種の染色体数は 2n== 16で一致しているもの

の相互転座の有無について見解を異にした。 Sano

and Kita24
)は一連の細胞遺伝学的研究に基づき，

Eumelilotus 亜属の 9種のうち，M. altissimaを除

く8種聞に相互転座のあることを検証し，相互転座

に関して 3群に分類した。 すなわち ，M. albaと

M. officinalis， M. hirsuta， M.polonicaおよび M.

suaveolens 4種 (officinalis群〉との聞に 1個の相互

転座が，また，M. albaとM.dentata， M. taurica 

および M.wolgica 3種(dentata群〕との聞にも同様

に1個の相互転座が存在する。しかしながら，これ

ら2個の相互転座が同一起源か否かは，officinalis 

群と dentata群との問の種間雑種 F，を得ることが

できない10，17.19，25，26)ため，不明であった。 そこで，

Maekawa et al~7)** は (M. alba X officinalis群〉

ホ 27)も学位論文の一部であるが，重複を避けるため本

報から除外しである。

F， X dentata群の三系交雑を行って ，M. albaと

officinalis群との聞の相互転座と ，M. albaと

denta初群との聞の相互転座は同一起源であること

を証明した。一方，M. altissimaについては，他種

との交雑 F，が強度のクロローシスを示し，生育初

期に枯死する l川 U

全く不明でで、ある。 Eumelilotus亜属全 9種聞の細胞

学的関係が明らかになると ，Eumelilotus亜属の種

形成および系統分化に関する重要な基礎知見が得ら

れると期待される。 また，染色体の相互転座が

Eumelilotus亜属の種形成に大きな役割を果たして

いることはこれまでの一連の研究から明白である

が，しかし，相互転座染色体および転座点に関して

はまだ判明されておらず，ただクロローシスをおこ

す遺伝子が転座点と連鎖することが報告されている

にすぎない ~8) 相互転座と種形成の関係について，

Sano and Kita29
)の如く遺伝的変化の面からも検証

できれば，より詳細な種形成の様相が明らかにな

る。さらに，種の分類は従来，形態形質に基づいて

いる叫が，佐野・喜多3')は77種の形態形質を基に

数量分類学的手法により Melilotus属の分類を試み

たが，種内系統聞での形態的差異が大きく，種間差

を明瞭にすることは出来なかった。一方，遺伝子の

一次産物であるタンパク質は直接的間接的に遺伝子

の分化を反映するので，種形成あるいは系統分化の

過程についても重要な知見を提供する。かかるタン

パク質としてはアイソザイム32)と種子タンパク質

がある?アイソザイム変異は進化的に中立である

ということ 34)が明らかになるにつれ，より保存性

の高いものとして種子タンパク質の分析による研究

が進展した。特に，牧草では，実際には種子を収穫

物の対象としないため，種子タンパク質の保存性は

他の作物に比べて良好と推定される。 本研究では，

染色体の構造差，それに伴う遺伝子の変化，そして

タンパク質変異の 3点から Eumelilotus亜属の種聞

の遺伝的差異を明らかにし，Eumelilotus亜属の種

分化の様相を明らかにすることを目的とした。

11 Eumelilotus SE:属の 9種聞の細胞学的関係

1.緒言

Eum仰zeωelil，仇fぜ均J必OtμωS亜属 9種間には交雑不和合性や F，

植物のクロロ一シスによる雑種致死や雑種弱勢など

の遺伝的隔離機構が発達している ~O.l

らに，特定の種聞には相互転座がみられ，M.αltis.
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simaを除く 8種では相互転座に関して 3群に分け

られたp，2M6)その後， Maekawa et al.27)によって

M. alba， officinalis群と dentata群を用いた三系交

雑が行われ，M. albaとofficinalis群との聞の相互

転座と ，M. albaとdentata群との聞の相互転座は

同一起源であることが明らかとなった。 一方，M.

altissimaについては他種との種間雑種 Flが強度の

クロローシスを示し，育成初期に枯死して開花まで

に生育した例がなl.t.. ~ 0，17，19，25，26)そのため，M. altis-

simaと他の 8種聞の細胞学的関係は全く不明であ

る。 Eumelilotus亜属の種形成や有用遺伝子の利用

といった育種面からも全9種間で作成した雑種につ

いて細胞遺伝学的特性を解明することが重要であ

る。ところで，タパコでは，種間雑種がクロローシ

スを生じ枯死してしまう場合に，組織培養に使う基

本培地上で発芽させ高温条件下で生育させるとクロ

ローシスが回復して開花した報告がある ~5， 36) そこ

で，本研究では，Eumelilotus亜属全 9種の細胞学

的関係を明らかにするために，M. altissimaと他の

8種との閣の交雑で得られた Fl雑種の試験管内栽

培を試みると同時に，。βlciηalis群と dentata群と

の聞の交雑で得られた Fl雑種の試験管内栽培も試

みた。

2. 材料および方法

本実験の供試材料は表 1に示す Eumelilotus亜属

の9種目系統である。

実験は 1989年に北海道大学農学部附属農場およ

び温室(札幌市，北緯 43度〕で行われた。

交雑親の栽培方法は次の通りである。 4月下旬ご

ろ，各供試系統の種子を硬実打破のため種皮に傷を

つけ，漏紙を敷いたシャーレに置床し， 25.Cの恒温

器で催芽させた後，育苗箱に播種した。第 2木葉展

開後，直径 15cmの素焼鉢に個体植えし，蜜蜂な

どの昆虫による他花受粉を防ぐために寒冷紗で覆っ

たハウス内で栽培した。 園場より採取した土 (pH

6.5-7.5)を使用したが，各系統とも根粒菌の着性

は良好で、，正常に生育した。 Eumelilotus亜属には

2年生の系統が多いため，各系統ともハウス内を 24

時間日長にして開花を促進させた。

交雑については，まず，真空ポンフ。で、蔚および花

粉を吸引して除雄を行い，ただちに花粉親から小さ

な薬匙に花粉を取り，除雄した花の柱頭に擦り付け

て受粉を行った。

Table 1. List of strains of Eumelilotus species used 
in the experiment 

Species 

M. alba 

M. officinalis 

M. altissima 

M. hirsuta 

M.ρolonica 
M. suaveolens 

M.de抑制官

M. taurica 

M. wolgica 

。Annual

Strain 

Bdn 631l} CAustralia)幻

Bdn 633J} CAustralia) 
Hubaml} CUSA)3} 

F. C. 400761} CUSA)3} 

Arctic CCanada)3} 

Bdn 660 CSweden) 

Bdn 647 (Eng]and) 

Bdn 664 CGermany) 

Bdn 928 CLeningrad) 
Cumino CCanada)3} 

Denta CUSA)3} 

Spanish CSpain) 

Common White CCanada) 

Evergreen CUSA) 

Brandon Dwarf CCanada)叫

P 197~ Il} 

P 198~ Il} 

P 200~ Il} 
P 200~2l} 

P.1. 178985 CTurkey) 

P.1. 314385 CUSSR) 

Bdn 62~ 1 CHungary) 

Bdn 62~ 13 (Iran) 

F. C. 40001 CCaucasus)3) 

F. C. 40032 CMadrid) 
Bdn 58~259 (Hungary) 

Bdn 58~262 

Bdn 636 CGermany) 

894 
58~4 

P.1. 314096 CUSSR) 

P.1. 314386 (USSR) 
18~4l) 

var. annuaP) 

Golden Annua]1}3) 

Redfield Yellow3) 
Bdn 60~59 

Biennial 
P 783~21) CUSA) 
P 784~3l) (USA) 

Bdn 58~ 190 CUSSR) 

Biennial 

70 
134~ICx) 

Bdn 58~253 CCzecko) 

P.1. 314094 CUSSR) 

Bdn 59~50 CHungary) 

Bdn 60~58 

Bdn 58~254 

Bdn 1022 (Copenhagen) 

P. 1. 314095 (USSR) 

2) The origin of strain is given in.parentheses. 

3) Cultivated variety. 



種間雑種 F，の種子を得るために，M.αltissima

と他の 8種との聞で正逆交雑を行った。 同様に，

officinalis群と dentata群との間でも交雑を行い，

F，植物の試験管内栽培に供した。

F，植物の試験管内栽培にあたっては，まず種皮

に傷をつけた F，種子を 70%エタノールに数秒間浸

漬した後，次亜塩素酸ナトリウム(有効塩素 5.0%

以上〉の 15%水溶液に 10分間浸潰して滅菌した。

滅菌処理後， F，種子を改変 White培地‘ YE-3'37) 

に置床した。この‘ YE-3'培地は匪培養用の培地で

あるが， White38)の Fe2(SO.)32.5mg/lを Na2

EDT A 18.6 mg/ lとFeSO.・7H20 13.9 mg/lへ

換えたものを基本培地とし，それにショ糖 30g/ l， 

イースト抽出物 (YE)1 g/ lを加え， pH=5.5に調

節したσ 試験管内でクロローシスがやや回復し，本

葉や根が比較的よく伸張したものについてはノミーミ

キュライトを入れた鉢に移植し，気温 25'C，湿度

90%， 24時間照明下のグロースチャンパー内に置

いた。栽培期間中，平均週 3回ハイポネックス水溶

性肥料を施した。 減数分裂の観察は Kita'7)の方法

にしたがい，適期の花奮を塩基性酢酸第 2鉄を飽和

第 2号

した酢酸液数滴を混入した Farmer液 (99%エタ

ノーノレ 3 氷酢酸1)に入れ， 2~4'C で 24 時間固定

した。固定後，解剖顕微鏡下で蔚を取り出し，アセ

トカーミンで染色し，通常の押しつぶし法によって

花粉母細胞を検鏡した。

花粉稔性は，アセトカーミン液で十分に染色し，

形態的に異常のない花粉を稔，その他の花粉を不稔

として， 1000粒以上を検鏡して花粉稔性を算出し

た。
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3. 結果

最初に，M. altissimaと他の 8種との聞の F，を

得るために多数の正逆交雑を行った。その結果，こ

れまでに報告されていない新たな交雑組合せも成功

した(表 2)0 M. altissimaと他の 8種との間ではす

べて交雑が成功したものの，交雑和合性には大きな

種間差異がみられた。 また，M. hirsuta X M. altis-

szmaとM.taurica X M.αltissimaの交雑を除いて，

M.αltissimaを雌性親にした場合の方が雄性親にし

た場合より高い交雑成功率が認められた。正逆交雑

聞で交雑成功率に顕著な差を生じた場合もあった。

Table 2. Summari.zed data of interspecific crosses between M. altissima and eight species of 
the subgenus Eumelilotus 

No. of F， plants 
reached to 

fiowering stage 

Cross-
fertility 

(A!lヨx100) 
(%) 

No. of F， 
hybrids 
obtained 

(B) 
，d
 

p
+
A
Q
U
ρ
L
 

n
v
γ
且

争

L
e
a
、ノ

円
仙
川
・

m
l

N
批
凶ny 

Color1) of 
F， hybrids Cross combination 

n
U
A
υ

ハU
A

U

A

U

n

u

n

L

A

り

q
J

。
ハH
V
A
H
U
A
H
u
n
H
ν
F
h
d

1-4 

1-4 

1-3 

2-4 

1-2 

2-3 

1-5 

1-5 

2-5 

2-3 

2-4 

1 

1-4 

10.5 

0.82
) 

14.1 

31.0 

4.42
) 

1.92) 

8.92) 

6.2 

7.2 

0.0 

50.0 

0.0 

0.82) 

0.42) 

14.52) 

4.9 

6.3 

ウ
a

a

佐

官

i

n

k

U

4

4

A

τ

1

A

ウ
a
n
k
u

ハH
V
A
H
U
A
H
v
q
u
1
4

且
u
n
H
U
F
O

円

i

1

L

1

4

1

i

?

“
1
i

ワ
a

d

宮

ワ

μ
τ
ょ
っ
“丹、

υ

736 

482 

78 

58 

315 

216 

235 

276 

1086 

476 

80 

70 

394 

240 

193 

206 

5141 

M. altissima X M. alba 

X M.offi，α~'nalis 

X M. hirsuta 

XM.ρolonica 

X M. suaveolens 

X M. denta初

X M. taurica 

xM.ωo俗化。

M. alba X M. altissima 

M.offici仰 lis X 

M. hirsuta X 

M.ρolonica X 

M. suaveolens X 

M. dentata X 

M. taurica X 

M.ωolgica X 

Total p
h
d
 

1) Color of seedling by in vitro culture was classified into l-very pale~6-normal green. 

2) Cross combinations in which F， hybrids were newly obtained 
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すなわち，M. altissima X M.ρolonicaでは 31.0%

の交雑成功率があったが，その逆交雑ではFI種子

が得られなかった。 また，M. hirsuta X M. altis-

simaの場合には 50%の高い交雑成功率であったも

のの，その逆交雑では 14.1%とかなり低くなった。

これらの FI個体すべて無菌的に試験管内で育成し

た。クロローシスを生じて試験管内で枯死するもの

も多かったが，比較的回復して馴化の段階で枯死す

るものもあった。 しカミし，M. altissima X M. taur-

!caとM.alba x M. altissimaのFIではクロローシ

スが比較的回復し，思11化も順調で，前者の交雑から

2個体，後者の交雑から 3個体が開花に至った。 こ

れらの種間雑種 FIはやはり葉がかなり黄色でクロ

ローシスを示し，両親 (M.altissimaは黄花，M.

。lbaとM.tauricaは白花)の中間の花色を示した。

交雑に用いた M.altissima 4系統中， Bdn 636と

894の2系統だけが開花に至った FIの親系統に含

まれていた(表 4)。

以上の実験から，強度のクロローシスを示す FI

を試験管内条件で育苗すると，その一部分の個体は

クロローシスがある程度回復して開花へ至ることが

示された。 従来，officinalis群と dentata群を交雑

した FIの中には強度のクロローシスにより致死す

る場合が知られている川17.19，25，16)ため，両群間交雑

FIについても試験管内での栽培を試みた。 まず，

表 3に officinalis群と dentata群との正逆交雑の結

果を示したが，交雑種子の得られた組合せは M.

hirsuta x M. wolgica， M. suaveolens x M. dentata 
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Table 3. Summarized data of interspeci自ccrosses between officinalis group and dentata 

group of the subgenus Eumelilotus 
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X M. dentata 

X M. taurica 

xM.即 olgica

M. officinalis x M. dentata 

X M. taurica 

X M. wolgica 

X A主denta品。

x M. taun'ca 

XM.卸olgica

M. suaveolens X M. dentata 

x M. taurica 

X M. wolgica 

M. dentata X M. offiαnalis 

x M. hirsuta 

x M. polonica 
x M. suaveolens 

M. taurica x M. offiαnalis 

x M. hirsuta 

x M. polonica 

x M. suaveolens 

M.ωolgica x M. officinalis 

x M. hirsuta 
xM.戸olonica

x M. suaveolens 

M. hirsuta 

M.戸olonica

2 

1) Color of seedlings by in vitro culture was classified into l-very pale~6-normal green. 

2) Cross combinations in which FI hybrids were newly obtained 

1~5 Total 
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および M.suaveoZens X M. woZgicaの3交雑であ

り，最後の交雑は今回初めて成功したものである。

これらの F，はいずれも通常の栽培条件では 1~2

程度のクロローシスを示し完全致死であった。しか

し，試験管内で栽培したところ，M. hirsuta X M. 

wo佐icaとM.suaveoZens X M. dentata F，はし、ずれ

も通常栽培条件と同じクロローシスにより枯死した

が，M. suaveoZens X M. woZgicaの F，ではクロ

ローシスが 4~5 程度まで回復し， 2個体は開花に

至った(表 3)。 なお， F，の花色は両親の中間で

あった。

試験管内栽培により開花までに達した F，の花粉

稔性を調査し，減数分裂の観察を行った。花粉稔性

については，M. aZba X M. altissimaのF，は約

50%であったが，M. altissima X M. tauricaおよび

M. suaveoZens X M. wolgicaではし、ずれも 30%以下

Table 4. Pollen fertility of viable F， hybrids 

Cross combination Pollen fertility 
(%) 

M. alba Bdn 631 X M. altissima Bdn 636 46.5 

Bdn 664 X 894 51. 0 

Spanish X 894 41. 6 

M. altissi問。 Bdn636 X M. laurica Bdn 58-253 22.1 

894 X Bdn58-253 28.9 

M. suavωle加 G.Annual X M. wolgiωP. I. 314095 18.1 

であった(表 4)。減数分裂では，M. aZba X M. altis. 

szmaのF，では DiskinesisとMIにおいて， lIV+ 

6IIおよび 1III+6 II+l 1の接合型が高頻度に出

現した(表 5)。また， Pachyteneにおいて十字型の

造形像を観察した(図1)。 これらのことから ，M
aZba X M. altissimaのF，は 1個の相互転座ヘテロ

接合体であると推定された。 一方，M. altissima X 

M. tauricαお よ び M.suaveoZens X M. woZgicaの

F，では，減数分裂の全時期を通じてほとんど異常

がみられなかった(表 5)。 これらのことから ，M

altissimaとM.tauricaおよび M.suaveoZensとM.

woZgicaの聞にそれぞれ染色体の構造差は存在しな

いと思われる。

4. 考察

Eumelilotus亜属ではし、くつかの種間で，交雑不

和合性やクロローシスなどの生殖的隔離が発達して

おり子凡29)開花まで生育できる種問雑種F，植物を

得ることが困難な場合がある。 そのため， F，の減

数分裂の染色体対合観察により全 9種聞の細胞学的

関係を調べることが困難であった。 M.altissimaに

ついては交雑種子は出来てもいずれも強度のクロ

ローシスを示し幼苗の段階で枯死したため， Maek-

awa et aZ.27lが相互転座の同一起源の証明のために

行った三系交雑の手法を応用することが不可能で

あった。 ところで，丸橋ら35) と須田・丸橋36)はタパ

Table 5. Chromosomal configurations at diakinesis and metaphase-I and distributions in 

anaphase-I and II in the F， hybrids M. abla X M. altissima， M. altissima X M. taurica 
and M. suaveolens X M.ωo伝zca

Cross combination stage 
Frequency of PMCs with 

lIV +6II lIII十6II+ 11 8II 7II十21 Normal Abnormal Total 

M. alba x M. altissima Diak.') 56 45 31 13 145 

MeH 26 81 20 10 137 

An-I 96 6 102 

An-II 112 7 119 

M. altissima X M. taurica Diak. 82 7 89 

MeH 150 23 173 

An-I 130 6 136 

An-II 110 4 114 

M. suaveolens X M. wolgica Diak. 51 2 53 

MeH 88 6 94 

An-I 94 2 96 

An-II 102 3 105 

1) Diak. = Diakinesis， Met-1 = Metaphase-1， An-1 = Anaphase-I， An-II = Anaphase-11. 
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窃 b 

d 

Fig. 1. Chromosome configuration at di任erentstages in meiosis of F， hybrid， M. alba Bdn 664 x M. altissima 
894. (x 2000) 

a . Pachytene with a cross-shap巴dconfiguration (arrow). 

b. Diakinesis with lIV十6II
c. M 1 with lIV +611. 
d. M 1 with 1III +6II + 11. 

コの種間雑種がクロローシスを生じ枯死してしまう

場合に，組織培養に使う基本培地上で発芽させ高温

条件下で生育させるとクロローシスから回復して開

花することを明らかにした。 そこで.M. altissima 

と他種との交雑で得られた Fl種子を試験管内で発

芽，生育させたところ，多くはやはり強度のクロ

ローシスを示して枯死したが，一部はクロローシス

から徐々に回復し旺盛な生育を示した。開花させる

ためにグロースチャンパー内の鉢に移植したとこ

ろ，ほとんどは馴化過程で枯死したが.M.α!bax 
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M. altissimaの F，3個体と M.altissima X M. taur. 

IcaのF，2個体は順調に生育して開花に至った。開

花に成功した交雑組合せをみると M.altissimaの

系統としては供試した 4系統のうち Bdn636と

894が含まれていて，これら 2系統は他の 2系統よ

り互いに近縁である可能性が示唆された。本実験の

成功から ，M. altissimaの Bdn636と894系統は，

Eumelilotus亜属の種間交雑に橋渡し系統として役

立つことが期待され，さらにクロローシスを示す種

間雑種 F，の雑種致死を克服するには試験管内で生

育することが 1つの重要な方策と考えられた。

この手法の有効なことは，従来クロローシスのた

め雑種植物を得ることができなかった officinalis群

とdentata群との交雑 F，(M. suaveolens x M. wol. 
gica)の開花に成功したことによって明らかであっ

た。 無菌条件下で培養時にクロローシスを示す F，

の生育が回復してくるのは， 1つには無菌条件であ

るために病気などのストレスがないこと，それに丸

橋ら35) と須田・丸橋36)が指摘するように高温条件下

でクロローシスがある程度回復すること， F，に

よっては高温に対して反応するものだけが無事開花

まで至ったのではないかと推察される。以上のこと

から，交雑組合せによっては試験管内で栽培するこ

とでクロローシスによる雑種致死を克服できること

が明らかとなった。これは，たとえば匪が早期退化

する場合でも匹培養さえ成功すれば，たとえ F，が

クロローシスを示したとしても高温条件で保護する

ことにより F，植物体を開花まで育成できることに

つながるわけで，Melilotus属の種間交雑を行う上

での重要な知見を提供している。

この手法で得られた F，の減数分裂を観察したと

ころ ，M. altissimaとM.albaの聞に 1個の相互転

座があり ，M. altissimaとM.tauricaとの聞の染色

体対合は正常であった。 このことは，M. altissima 

が M.albaを除く 7種と同じ染色体構造を有してい

ることを意味している。 また，M. suaveolensと

M. wolgicaのF，も染色体対合が正常であったこと

は三系交雑による officinalis群と dentata群との聞

に染色体の構造差がないことの間接的な証明27)を

検証した。 結局，Eumelilotus亜属全 9種聞の細胞

学的関係は，M. albaだけが 1個の相互転座で他の

8種と異なっていた。 多くの経済品種を含む M

albaだけが 1個の相互転座を有していることは，

この相互転座が M.albaの種形成に重要な役割を果

たしてきたものと考えられ，染色体の転座に付随し

て重要な遺伝子変化が生じたものと推定される。

さらに本実験ではじめて育成した M.altissimα× 

M. tauricaお よ び M.suaveolens x M.ωolgica F， 

は減数分裂において異常がみられなかったものの，

いずれも 30%以下の低い花粉稔性を示し，種子稔

性は0%であった。これはSmith25
)が接ぎ木で育成

した M.alba X M. den勿taF，が相互転座による花

粉稔性の低下よりさらに低い 20%以下の花粉稔性

と0%の種子稔性を示すこと，また佐野26)の育成し

た M.dentata x M. tauricaのF，も減数分裂に異常

がみられなかったものの，やはり花粉稔性が

2~40% と低かったことと符合する。 本実験で育成

した M.altissima x M. tauricaおよび M.

Sl仰 JeolensX M. wolgicaのF，の花粉稔性の低下は

染色体の構造差によるのでなく，雑種不稔性による

ものと考えられる。

III 転座染色体の同定と F2集団における転座

染色体と昆虫訪花に関する遺伝子との関係

前章ではEumelilotus亜属 9種のうち ，M. alba 

だけが相互転座染色休を有しているととが明らかに

なった。かかる染色体の構造変化が種形成に重要な

役割を演じていることは Grant39
)の指摘するとこ

ろであるが，多くの場合複数の染色体について構造

変化を生じていることが多L、。 1個の相互転座が生

じたのみで種形成に大きく貢献したとは考えにく

く，むしろ相互転座に伴う遺伝的変化によることが

大きいのではないかと推察される。 Sano and 

Kita叫によると転座染色体上に生殖的隔離機構に

係わる遺伝子があれば，その転座が種形成に強く影

響することが予想される。 そこで，M. alba種の形

成機構を明らかにするにあたっては，転座染色体に

含まれる遺伝子を検討する必要があろう。第 1節で

はまずギムザ染色による G分染法を用いて転座点

と転座染色体を同定し，第 2節では転座染色体と昆

虫訪花に関する遺伝子との関係を調べた。

A. Gバンド分染法による転座染色体の同定

1.緒言

染色体の構造差を明確にするためには，染色体の

構造の検出に役立つ各種の分染法が有効で、ある。植

物ではこれまで明確な Gバンドを検出できないた

め Cバンド州あるいはNバンド 41，42)に基づく同定
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の酵素液 (4%セルラーゼ・オノヅカ RS，l%ベ

グトリアーゼ・ Y-23，7.5mM KCl， 7.5mM 

EDTA， pH=4.0)での 25分間処理(37"C)

5) 標本作成:酵素処理終了後，根端周囲の酵素

液を吸い取り， 3回水洗後固定液を滴下して押

しつぶし標本を作り， 24時間自然乾燥させ

る。

P合 Melilotus属の種間差異に関する遺伝学的研究

G分染については， O.Ol%SDS溶液 (2XSSCで

溶かす)で1O~30 秒間処理後， 5%ギムザ溶液0/15

M リン酸緩衝液で希釈， pH=6.8) で 2~3 分間染

色し，水洗後，風乾した。

減数分裂の観察は第 2章の方法にしたがった。

法がよく用いられている。しかし， Cパンドは構成

的異質染色質 CConstitutiveheterochromatin)を示

す43)ので、パンド数が少なく，また Nノミンドは仁形

成部位を特異的に染め分ける州特徴を有し，詳細

な染色体の構造差を特定するにはCパンドや Nバ

ンドの適用が限られる。 近年，植物の染色体でも

動物と同様にGバンドを検出できるようになっ

た15A47)もし転座染色体を特定の標識で判別できれ

ば，転座染色体上の遺伝子マッピングに役立てるこ

とが可能である。そこで，本節では Eumelilotus亜

属種の染色体での Gパンドの検出法を考究し，M. 

albaと他の 8種との間にある相互転座染色体の同

定を試みた。

3.結果

図 2のA とBはM.alba Arcticの中期と前中期

の染色体で， CとDはM.suaveolens var. annual 

の中期と前中期である。いずれも中期では染色体の

全体が濃染しバンドが検出できなかったものの，前

中期では染色体の末端部が解離して染色が不鮮明で

あったが，動原体付近には多数のパンドが認められ

た。 そこで，中期の染色体像から染色体長を求め，

前中期の染色体像と合わぜて核型を決めた。いずれ

も最短の第 8染色体は付随体染色体であり，

suaveolens種の付随体が alba種よりかなり大き

かった。 また，長腕の長さは alba種が suaveolens

種より長かった(表 7，8)。 他の 7本の染色体はい

ずれも中部動原体的であり(表 7，8)，染色体の識

別はほとんど不可能であった。 次に Flの体細胞染

色体の Gバンドを調べた。 両親の場合と同様に中

2. 材料および方法

本実験の供試材料は，表 6に示した M.albaと

M. suaveolensの交雑の Fl，F2 とその両親系統で

ある。

体細胞染色体の観察にあたっては，25"Cの恒温器

内で発芽させた種子の根端を用いた。染色体標本の

作成は以下の手順にしたがった。

1) 前処理:0.01%コルヒチン溶液による 50分

間処理(室温〉

2) 固定酢酸メタノール固定液 (3メタノー

ル:1酢酸〉による 2時間固定(室温)

3) 洗浄:蒸留水で洗浄

4) 酵素処理:Nishibayashi and Kaeriyama48) 

Table 6. List of Fl hybrids and F2 population of 

the cross M. alba X M. suaveolens used in 
the experiment 

X M. suaveolens Golden Annual 

X Redfield Yellow 

X var. annual 

Golden Annual 

Redfield Yellow 

var. annual 

Golden Annual 

Golden Annual 

Redfield Yellow 

Redfield Yellow 

Fl hybrids 
Length and arm ratio of somatic chromo. 

somes in M. alba Arctic at metaphase 
Table 7. 
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M. alba Brandon Dwarf X M. suaveolens Redfield Yellow 

F， population 
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Fig. 2. Somatic chromosomes of M. alba and M. suaveolens. 
A. Somatic chromosomes of M. alba Arctic旦tmetaphase. (x 3600) 
B. Somatic G-banded chromosomes of M. alba Arctic at prometaphase. (x 2700) 
C. Somatic chromosomes of M. suaveolens var. annuaI at metaphase. (x 3600) 
D. Somatic G-banded chromosomes of M. suaveolens var. annuaI at prometaphase. (x 2700) 



色体には明らかな構造差がみられることから， m

とn染色体も相互転座に関連すると考えられる。

付随体染色体については付随体の大きさや長腕の長

さから Oが αlbα由来， pが suaveolens由来である

ことは明白で， 0を αlbaの第 8染色体， pを

suaveolensの第 8染色体とした。 n染色体は，付随

体染色体を除いて最も短く，また形態的にも αlba

の第 7染色体に類似していたので， nを M.albaの

第 7染色体とした。 一方， m染色体は，長さが 9

番目で M.suaveolensの第 5染色体に類似していた

ため m をsuaveolensの第 5染色体とした。 その結

果，suaveolens型の第 5染色体と第 8染色体の長腕

で真正染色質と異質染色質の境界に切断を生じ，第

5染 色 体 と 第 8染色体の間で転座が起こり

suaveolens型の第 5染色体が αlba型の第 7染色体

に，suaveolens型の第 8染色体が alba型の第 8染

色体になったと推定した。
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Table 8. Length and arm ratio of somatic chromo-

somes of M. suaveolens var. annual at 

metaphase 

恰:Melilotus属の種間差異に関する遺伝学的研究
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Relations between SA T -chromosomes 

and reciprocal translocations in the F， M. 
alba Brandon Dwarf x M. suaveolens 
Redfield Yellow 

1) m: median， sm: submedian. 

Table 9. 

4. 考察

染色体の構造差を明らかにするためにはギムザ染

色による G分染法が有効で，植物の場合も近年に

なって種は限られるものの Gバンドが安定して検

出できることが明らかになった~5，46 ， 47) 本実験では

SDS処理による G分染を行ったが，中期の染色体

では Greilhuber49
)が指摘するように，染色体の凝

縮が強〈パンドは検出されなかった。しかし，染色

体の凝縮前の前中期では， SDS処理で安定的な G

パンドが得られた。 ただし ，Eumelilotus亜属種の

場合前中期の染色体では，染色体の末端部が解離し

て不鮮明になった。これが人為的なものか否かを明

らかにするため，Astragalus adsurgensの染色体を

同じ手法で分染したところ，染色体の末端まで明確

なバンドが得られた。 このことから ，Eumelilotus 

亜属種の染色体の末端が解離して不鮮明になるの

は，処理法によるのでなく種特有な性質であると考

えられる。 両親とその F，の体細胞染色体では中期

と前中期の染色体像から核型を決めた。両親では付

随体染色体の長腕の端部に明らかな差が認められた

が，他の染色体では明瞭でなかった。これは，濃染

したバンドが動原体付近に多く，端部の染色が不鮮

明なためで、あった。 そこで F，の染色体の G分染

から図 3のように核型を同定し ，suaveolens型の第

5染色体と付随体染色体の長腕の端部で切断が起こ

り，相互転座を生じたことを証明した。 このこと

Reciprocal translocation 

1) SA T -chromosome types; A and S were derived 

from M. alba and M. suaveolens， respectively，' 
2) The plants possessing non-translocated chromo-

somes are included in homozygote. 
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期と前中期の染色体を長さの順に並べ，前中期の分

染像に基づいてイディオグラムを作成した(図 3)。

その結果，両親の核型と同様に F，でも付随体染色

体の長腕の端部側に顕著な差異がみられ，そのほか

にm とn染色体の長腕の端部側にも差異が見出さ

れた。このことは付随体染色体が転座を起こしてい

ることを示すもので， F，の減数分裂の Pachytene

で4価染色体が仁に付着していたことでも裏付けら

れた(図 4)。 さらに，M. alba Brandon Dwarf x 

M. suaveolens Redfield Yellowの F，の各個体につ

いて付随体染色体と転座の関係を調べたところ，付

随体染色体をホモに有する個体は例外なく転座ホモ

であり ，alba型と suaveolens型の付随体染色体を

有する個体はすべて転座ヘテロであった(表 9)。 こ

の事実も付随体染色体が相互転座に関係しているこ

とを示している。 また，図 3で示すように F，の染
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C. Schematic representation of B 

日g.3.
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c 

Fig. 4. Cross-shaped R. T. chromesomes of F. (M. alba X M. suaveolens) at Pachytene. (x 4000) 
a Cross-shaped configuration attached to the nucleolus. 

b . The same as a) in different focus. 
c. I11ustration of b). 

79 
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は.F，の Pachyteneで十字像を形成する染色体が

仁に付着していること(図 4) とM.alba Brandon 

Dwarf x M. suaveolens Redfield YellowのF2個体

における付随体染色体の接合型と相互転座のホモ型

やヘテロ型の関係が一致することからも裏付けられ

た。 Schlarbaumet al.50
)や喜多5')は Melilotus属

種の付随体染色体に着目し，その形態変化から

Melilotus属の進化経路を類推したが，本実験の結

果から M.albaの種形成にもやはり付随体染色体の

相互転座が係わっていることが明らかとなった。付

随体染色体の構造変異が種形成に大きな影響をもた

らした例としてはアブラギクとリュウノウギク 52)

やネギ属聞がある。 また，人為的に作出された

Petunia ρ'arodiiとP.parvifloraの体細胞雑種は，

ρarodii種の付随体染色体と ρarviflora種の染色体

の間で転座を生じ. 1本の付随体染色体を消失して

いた~4) これらのことから，付随体染色体には重要

な遺伝子が座乗していて，付随体染色体の構造変化

が種形成に貢献した可能性が考えられる。

B. F2集団における転座染色体と昆虫訪花に関す

る遺伝子との関係

1.緒 ー= 
E司

種の分化には大きく 2つの要素が関与している。

1つは，遺伝子レベルの分化によるもので，もう 1

つは染色体レベルで、の分化で、ある。後者の分化はさ

らに 2つの面に分けられる。 1つは染色体の構造差

による場合，他の 1つは染色体数の変化である。染

色体数の変化が種形成をもたらした例としては，

Bromus属15) ワタ属56) コムギ属57)などが知られて

おり，染色体の構造差が種形成に関係したものとし

てはネギ属戸 Clarki，α属58)などがある。

Melilotus属 Eumelilotus亜属には 9種があっ

て;)2種の栽培種 (M.officinalis， M. alba)のうち

M. albaは他の種との間で 1個の相互転座により異

なることが第II章で明らかとなった。相互転座と遺

伝的変化について Roberts59)は，トウモロコシの

白殖系統 C20のX線照射した花粉を C20ヘ受粉

して作出した相互転座系統を用いて各種の農業形質

における遺伝的差異を見出した。さらに，相互転座

をヘテロに有する個体が生存に有利であるという事

実もある3M

本実験でで‘は，M. albaにおいて転座と関連して如

何なる遺伝子レベルにおける変化を伴っているかを

明らかにするため，交雑組み合わせ M.alba Bran-

don Dwarfx M. suaveolens Redfield Yellow29
)を

選んで，昆虫訪花に関する遺伝子と転座染色体との

関係を調べた。

2. 材料および方法

本実験に供試した F2集団は，M. alba Brandon 

Dwarf x M. suaveolens Redfield Yel¥owを交雑し

た民の自殖種子に由来する。 供試種子は，種皮に

傷をつけ.25
0

Cの恒温器内で催芽させた。 約 1cm

伸長した種子根を染色体観察に用いた。種子根の先

端を切断した後そのまま播種床に播種し，約 3週間

後に鉢に移植した。供試材料は，いずれも寒冷紗を

張ったビニールハウス内で栽培した。 また.24時

間日長処理をして播種当年での開花を促進させた。

調査形質を表 10に示した。 付随体染色体は，ギム

ザ染色法にしたがって顕微鏡下で 1系統当り約 10

細胞を観察した。図 5に示すように.s附 veolens種

ではαlba種に比較して大きな付随体と短い染色体

を特徴としており ，suaveolens種と αlba種の付随

体染色体は明瞭に区別でき，それぞれS型と A型

とした。 相互転座のホモ型とヘテロ型の区別は，

Pachyteneで、ヘテロ型に特有の対合型により判定

した。 ネクターガイド(Nectarguide)の判定には，

Table 10. Type of SAT -chromosome and reciproical translocation and nectar guide of par. 

ents and the F， hybrids in the cross M. alba Brandon Dwarf x M. suaveolens 

Redfield Yellow 

Character M. alba F， M. suaveolens 
Brandon Dwarf Redfield Yellow 

TchyrpE e of SAT- AA 
AS SS 

omosome (M. alba type) (M. suaveolens type) 

Type of reciprocal Homo. Hetero. Homo translocation 

Nectar guide Light gray Dark gray White with dark 
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Fig. 5. Chromosome con自gurationat metaphase in Fl of the cross M. alba Brandon Dwarf x M. suaveolens 
Redfield Yellow. (x3600) 
A(M. alba type); SAT-chromosome derived from 

M. alba Brandon Dwarf. 
S(M. suaveolens type); SAT-chromosome derived from 

M. suaveolens Redfield Yellow. 

ブラックガイド(ナショナノレ FL20S.BLB.20W)

を照射したときの花の写真を用いた?このネク

ターガイドはハニーガイド CHoneyguide)とも呼

ばれ，蜜蜂の認識できる花色を示す~4) 図 6 に示し

た写真のように.alba種は花全体が灰色となり，

suaveolens種は，花全体が白くなり，中心の竜骨弁

の後側が巣くなる。一方.Flは花全体が alba種よ

り濃灰色を示し.suaveolens種の黒く見える部分が

同様に濃く見える。

組換価の算出は Hansonand Kramer65
)の最尤

法によった。

3. 結 果

M. alba Brandon Dwarfx M. suaveolens 

Redfield Yellowの九集団における各個体の染色

体数を調べたところ.2 n=17. 18の異数体が 115

個体中 17個体 (14.8%)あった。 この中，ほとん

どは2n=17で2n=18はl個体のみであった。 2

倍体について相互転座に関する分離を調べたとこ

ろ，表 11に示すように転座ホモ型が 40個体，転座

ヘテロが 29個体となり，期待比 1: 1に適合した。

転座点とネクターガイド遺伝子との関係を調べるた

め，表 12にネクターガイド遺伝子の分離を示したo

alba型:F1型 :suaveolens型=1:2:1v.こ適合す

る分離が得られたものの.albα型と F1型の聞は連

続的に変異するため両者の明確な判定がむずかし

かった(図 6)。 そこで，alba型と F1型をまとめた

ところ • alba型を優性とする単遺伝子分離に適合
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Fig.6. Nectar guide of M. alba Brandon Dwarf(A)， M. suaveolens Redfield Yellow(S)， F，(F) and F2 plants 
of the cross M. alba Brandon Dwarf x M. suaveolens Redfield Yellow. 
a Flowers of A， F and S under ultraviolet light 
b . Monochromic f10wers of A， F and S under day light 
c Flowers of F2 plants under ultraviolet 1ight. 
d. Monochromic f10wers of F2 plants under day light. 
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Table 11. Segregation of homozygotes and heter・ Table14. Relations between SAT-chromosomes 

ozygotes for reciprocal translocation in and reciprocal translocation or pol1en 

F2 plants of the cross AよalbaBrandon fertility(%) in F2 of the cross M. alba 
Dwarf x M. suaveolens Redfield Yellow Brandon Dwarf x M. suaveolens Redfield 

した。 このネクターガイドに関与する遺伝子に

Ncg CNectar guide)なる記号を与えた。 さらに，

Ncgと転座点との複合分離を調べたところ(表 13)，

Ncgと転座点との聞には 9.5:t5.3%なる組換価で

連鎖関係が見出された。

前節で付随体染色体が転座を含むことが明らかに

なったが，図 5に示した F1の体細胞分裂中期の染

色体像からは明瞭に alba型と suaveolens型の付随 (54%)を示した。 また，付臨体染色体の分離につ

体染色体を識別できた。 そこで， F2で2倍体正常 いては AA: AS : SS = 1 : 2 : 1と期待されたが，

個体について付随体染色体型と転座ホモ型，ヘテロ 表 14からは AA型を過剰に生じることが明らかと

型との関係を調べた。表 14に示すように，alba型 なった。

の付随体染色体 (A型〉をホモに有する個体と 付随体染色体型と Ncgとの間の複合分離をみる

S仰 veolens型(S型〉をホモに有する個体は，例外無 と〔表 15)，均一性検定で有意となり付随体染色体

く転座ホモか正常型で花粉稔性はいずれも正常で とNcg遺伝子が互いに関連のあることが示唆され

Reciprocal translocation Goodness 
of fitCl目1)

Total 

x2 P Homozygotel) Heterozygote 

40 29 69 1.75 0.10-0.25 

。Theplants possesing non-translocated chromosomes 

are included in homozygote 

Table 12. Segregations of Ncg gene in F2 of the 

cross M. alba Brandon Dwarf x M 
suaveole押sRedfield Yellow 

F2 segregation 
Goodness of 
fitCl・ 2:1) 

Total 
Ncg Ncg Ncg+ 十十 x2 P 

13 40 12 65 3.49 0.10 -0.25 

531) 12 65 1.482
) 0.10-0.25 

り Plantswith Ncg Ncg and Ncg+ are pooled目

2) Chi-square value for 3・1

あった。 一方，付随体染色体をヘテロに持つ個体 た。

(AS) はすべて転座ヘテロ型で花粉稔性が半不稔

Yellow 

Reciprocal 
SA T -chromosome translocation 

type1
) 

Homo.2
} Hetero. 

Pollen 
fe吋ility
(%) 
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1} SAT -chromosome types; A and S are derived from M. alba 
and M訂ωveolens，respectively. 

2} The plants possessing nonーtranslocatedchromosomes are in. 

cluded in homozygote 

町村;Significant at the 1 % level. 

Table 15. Combined segregations of SA T -chromo. 

somes and Ncg gene in F2 of the cross 

M. alba Brandon Dwarf x M. suaveolens 
Red自eldYellow 

SA T -chromosomel} Homogeneity 
Genotype Total 

AA AS SS x2 P 

Ncg Ncg， Ncg十 25 27 53 
46.17(2) <0.01 

++ 10 12 

1) SAT -chromosome types; A and S were derived from M. alba 
and M. suaveolens， respectively 

2} Degree of freedom is given in parentheses. 

Table 13. Combined segregation of reciprocal translocation CR. T.) and Ncg gen巴 inF2 of 

th巴 crossM. alba Brandon Dwarf X M. suaveolens Redfield Yellow 

R.T目 homozygote R. T. heterozygote Goodness of fit 
Total 

Ncg(Ncg， +) +十 Ncg(Ncg， +) ++ R.C. V. x2 P 

26 11 27 l 65 7.671
) 0.05-0.10 

09.04) 03.46) (29.71) (2.79) 9.5::t5.3 4.39 0.10-0.25 

1) For 3: 1 : 3 : 1 
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4.考察

相互転座が種の分化に関係する場合，遺伝子レベ

ルでの変化や連鎖関係の変化も付随する ~9) Sano 

and Kita28
)はM.albaとM.suaveolensの交雑を

用いて交雑 F2で生じる雑種弱勢と雑種クロローシ

スが共に転座点と連鎖することを見出した。

Grant39)は転座染色体には種聞の形態的差異の決定

に影響する遺伝子が座乗する場合を示している。

相互転座染色体に座乗する遺伝子を検索するにあ

たり，昆虫の訪花と重要な関係があるネグターガイ

ド札制と付随体染色体の関係を調べた。 これまで

ネクターガイドの遺伝については全く報告例がな

く，本実験での1{聞の優性遺伝子CNcg)の関与して

いることが明らかとなった。 Ncg遺伝子と相互転

座の複合分離を調べると ，Ncg遺伝子は転座点と

9.5%で強 く 連 鎖 し ていて(表 13)，Ncg座が

suaveolens種の付随体染色体の長腕部にあると推定

された。ネグターガイド遺伝子の有無は昆虫の訪花

頻度に関係し，他殖か自殖かの相対頻度にも重要な

影響を与えると思われ引きわめて重要な遺伝子が

転座染色体に座乗していることが明らかとなった。

IV アイソザイムと種子タンパク質における

種聞の遺伝的差異

1.緒言

遺伝子産物であるタンパク質の変異を調べること

により，種の進化過程を類推できる。高等植物にお

いてもアイソザイム 32)や種子タンパク質33)につい

て系統発生あるいは種の類縁関係を解析した例が多

くなった。特にアイソンザイムや種子タンパク質は

形質発現が安定していることや，多型性を検出しや

すいといった利点により，よく利用される。 そこ

で，本実験ではゲル電気泳動法による緑葉のアイソ

ザイム分析及び SDSポリアグリルアミドゲル電気

泳動法による種子タンパク質の分析を行い，

Eumelilotus亜属における種聞の遺伝的差異を検討

し，系統分化への適用を試みた。

2. 材料および方法

供試材料は表 1に示した 9種目系統であり，こ

れらはし、ずれも自殖系統である。

アイソザイムの電気泳動は主に Endo68
)の方法を

参考にした。粗酵素液の抽出にあたっては，成熟葉

100 mgから 200mgをリン酸緩衝液69)40μfへ入れ

乳鉢ですりつぶした後，その浸出液を 2mmx10

mmのi慮紙(東洋 No.3)片に吸着させた。 このi慮

紙片を水平式デンプンゲル電気泳動装置上のゲルに

挿入し，泳動を行った。デンプンゲルは 3%のシヨ

糖と 13%のデンプンを含むケ、ル〔ショ糖と加水分解

した 100%パレイショデンプンをゲル緩衝液(表 16)

に加え，湯煎加熱してゲル化し， 24時間固化した

もの〕を用いた。 泳動は， 5'Cの低温恒温器内で 25

mAの定電流下で 1時間行った後， i慮紙片を取り除

き，さらに 5時間行った。泳動後，カッターボード

上でゲルを1. 0~1. 5 mm Iこスライスし，染色した。

アイソザイムの種類は，イソクエン酸脱水素酵素

CIDH) ，フォスフォグルコースイソメラーゼ

CPGI) ，フォスフォグルコムターゼ CPGM)，ロイ

シンアミノベプチダーゼ CLAP)，パーオキシダー

ゼ (POX)およびエステラーゼ (EST)の6酵素で

ある。 各酵素の染色方法を表 17に示した。

種子タンパク質に関する SDS電気泳動用試料液

の調整は以下に示す方法にしたがった。各系統の完

熟種子 10粒を冷した乳鉢中で、磨砕し 10mgを秤

量して 1.5mlのサンフ。ルチップにサンフ。ル緩衝液

CO.0625MTris-HC1， 10%Glycerol， 5%BME， 

23%SDS， pH6.8に調整)100μfと共に入れ，懸濁

液とした。 10分間放置した後， 10，000gX30分間，

4'Cで、遠心分離を行った。 つぎに上澄液 5μfを0.5

mlのサンプルチップにいれ，緩衝液 10μfと

O.Ol%BPB 2.5μJを加えて 5分間煮沸し試料液と

した。 試料の調整はいずれも 4'Cで行った。

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動 CSDS

-PAGE)はPhastSystem Cフアルマシアネ土，ス

ウェーテン〕にしたがって Phast Gel CGradi. 

Table 16. Electrophoretic buffer systems used in the experiment 

Electrode buffer Gel bu百er
Bu妊ersystem Assayed enzyme 

Component pH Component pH 

Tris-Histidine 0.4 M Tris 7.5 0.009 M Tris 7.5 IDH PGM PGI 

0.124 M Citric acid H20 0.015 M Histidine LAP EST POX 
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Table 17. Staining solutions and buffer used for isozyme assays 

Enzyme 

Isocitrate dehydrogenase 

(IDH) 

Staining recipes 

50 ml 0.1 M Tris-HCI buffer (pH 8.0) 

20 mg DL-Isocitric acid， trisodium salt 

10mg NADpll 

5mg MTT2
) 

1 mg PMS3
) 

50mg MgCI2 

10 mg Na2C03 

Phosphoglucose isomerase 50 ml 0.1 M Tris-HCI bu任er(pH 8.0) 

(PGI) 20 mg F-6-P 

Phosphoglucomutase 

(PGM) 

Leucine aminopeptidase 

(LAP) 

Peroxidase 

(POX) 

Esterase 

(EST) 

20 mg NAD4
) 

5mg MTT 

1 mg PMS 

50 mg MgCI2 

20 units Glucose-6-phosphate dehydrodenase (NAD) 

50ml O.lM Tris-HCI bu妊er(pH 8.0) 

20 mg a-D-Glucose-1-phosphate disodium salt 

20mg NAD 

5mg MTT 

1 mg PMS 

50 mg MgCI2 

20 units Glucose-6-phosphate dehydrogenase (NAD) 

50 ml 0.1 M Tris-HCI bu百er(pH 7.0) 

30.l!lg L -Leuicine-βーnaphtylamideHCI dissolved in 5 ml dimethyl for. 
mJO巴

50 mg Fast Garnet GBC 

50 ml 0.2 M Acetate bu妊er(pH 5.0) 

50 mg 3-Amino-9-ethylcarbazole dissolved in 5 ml dim巴thylformide 

0.25mI3% H202 

50 ml 0.1 M Phosphate bu妊er(pH 7.0) 

20 mg 2-Naphtyl acetate dissolved in 100% aceton 

50 mg Fast Blue RR 

1 ml N propanol 

1) NADP: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

剖 MTT:Tetrazolium thiazolyl blue 

3) PMS: Phenazine methosulfate. 

4) NAD: Nicotinamide adenine dinucleotide. 

3. 結 果

1) アイソザイム変異

85 

ent 10-15)を用い，泳動後の染色は濃度グーマシー

フゃルーで行った。染色後，空気乾燥したゲルをコン

ビューター画像処理システム (ASPECT，

MITANI社製〕でバンドの位置を算出して模式化し

た。また，分子量マーカーとしては，標準タンパク

質 CBIO-RAD社製)5μJをサンプノレチップ (0.5

ml)に入れ，緩衝液 7.0μ1，O.Ol%BPB 2.5μfお

よび蒸留水 9.0μfを加えて 5分間煮沸して用いた。

Eumelilotus亜属9種目系統について， 6種のア

イソザイム (LAP，PGM， EST， IDH， PGI， 

POX)において変異が見出され， LAPで 4本，

BGMとPGIで 5本， EST， IDHとPOXで 3本

のパンドが検出された。アイソザイムバンドは原点

を基準に陽極側 (POXは陰極側〉へ向かつて 1，2， 
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Leucine aminopeptidase (LAP) patterns in Eumelilotus species Table 18. 

Leucine aminopeptidase (LAP) 
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Phosphoglucomutase (PGM) patterns in Eumelilotus species Table 19. 

Phosphoglucomutase (PGM) 
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Tab!e 20. Esterase (EST) patterns in Eumelilotus species 

Esterase (EST) 
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Isocitrate dehydrogenase CIDH) patterns in Eumelilotus species Table 21. 

Isocitrate dehydrogenase CIDH) 

2 3 

l
 

a
 

u
 

n
 

n
 

A
 

T
ょっ
ω

つd
A
U
τ
F
b
n
b
円

i
Q
u
n
U
A
U
1
4

。，u
q
d
A仏

Z
F
b
p
b
ウ

t
o
O
Q
u
n
υ
1
i

つ
白
内
J

A
宮

戸

b
n
h
U
7
a
Q
O
Q
d
A
U
-
-

つ臼

q
J
A品

z
p
b
a
u
η
i
Q
U
Q
d

ハυ
1
4

つ
ム
つ
d

4
ム

F
b
氏
U
7
a
Q
u
q
u
n
υ
$よ
一
り

1

1

1

1

1

1

1

1

1

4

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

5

5

一

ハ

U
A
H
v
n
u
n
H
u
n
u
Aり

nり
ハ

り

nり
の

υ
n
H
V
A
U
n
H
υ
n
H
U
A
H
U
A
H
v
n
H
V
1
4
1
1
1
4
1
4
1
4
n
H
v
n
U
1
4
n
u
n
U
ハ

リ

ハ

H
v
n
U
A
H
U
A
U
1ム
ハ

H
v
n
u
n
H
V
ハ

U
A
H
V
A
H
V
ハ

H
V
A
H
u
n
H
V
1
A
n
H
U
A
U
A
H
U
A
H
V
A
H
u
n
H
V
A
H
V
ハ

U

-
A
1
4
守

i
t
i
t
i
唱

i
'
i
t
i
唱

i

1
ム

1
ム

t
i
t
i
t
i
'
i
t
i
'
i
A
U
Aリ
ハ

υ
ハ

リ

ハ

リ

唱

i
t
i
A
υ
1
&
'
i
'
i
t
i
'
i
t
i
唱

i
n
u
'
i
'
i
t
i
t
i
t
i
-
A
1
4
y
i
句

i
n
u
'
i
唱
l
'
i
1
4
可

i
t
-
-
i
t
i

-
A
'
i
'
i
咽

I
唱

l
唱

i
可

i
A
υ
Tよ

$
i
唱

i
唱

i
咽

I
唱

i
唱

i
I
A
T
-
-
A
唱

i
咽

I
唱

i
'
I
唱

i
唱

i
'
I
可

i
'
i
可

i
唱

i
'
i
'
i
唱

i
t
i
'
I
唱

i
咽

I
唱

i
唱

i
噌

I
唱

i
'
i
'
i
τ
i
τ
i
1ょ

1
ム

守

I
1
A
咽

I
唱

i
唱

i

Strain 

18-41) 

var. annuaP) 

G. AnnuaP) 

Redfield Yellow 
Bdn 60-59 

Biennial 
58-4 

P. I. 314096 

P. I. 314386 
P 783-21) 

p 784-31) 

Bdn 58-190 

Biennial 

70 
134-1Cx) 

Bdn 58-253 

P. I. 314094 
Bdn 59-50 

Bdn 60-58 

Bdn 58-254 

Bdn 1022 

P. I. 314095 
Bdn 63P) 

Bdn 6331) 

Hubam1
) 

F.C目 400761)

Arctic 

Bdn 660 

Bdn 647 

Bdn 664 

Bdn 928 

Cumino 

Denta 

Spanish 

Common White 

Evergreen 

Brandon Dwarf 
P 197-P) 

P 198-11
) 

P 200-11) 

P 200-21) 

P. I. 178985 
P. I. 314385 
Bdn 62-1 

Bdn 62-13 

F. C. 40001 

F. C. 40032 

Bdn 58-259 

Bdn 58-262 

Bdn 636 

894 

M. suaveolens 

M. officinalis 

M. altz:抑制。

M. polonica 
M. dentata 

Species 

M. wolgica 

Aよhirsuta

M. taurica 

M. alba 

No. 



第 2号第 18巻北海道大学農学部邦文紀要90 

Phosphoglucose isomerase (PGI) patterns in Eumelilotus species Table 22. 

Phosphoglucose isomerase (PGI) 
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P巴roxidaseCPOX) patterns in Eumelilotus species Table 23. 

Peroxidase CPOX) 
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3……と番号を付した(表 18-23)。各アイソザイム

の変異について得られた結果を以下に示した。

ロイシンアミノベプチダーゼ (LAP，表 18):パ

ンド数は4本であったが，系統聞での均一性が極め

て高く，種間差は明瞭であった。 しかしながら，

alba種と officinalis種聞では alba種の Spanishと

officinalis種の Bdn62-1とF.C. 40032を除いてほ

とんど差異がみられず， 2番のパンドを有してい

た。 alba種の SpanishはLAPのバンドを示さな

かった。 一方，officinalis種の Bdn62-1とF.C.

40032は4番を有していて， ρolonica種と altis.

szma種のノミンドと一致した。 また，dentata種の

P 783-2は2番のバンドを有し，他の 3系統と異

なっていた。

フォスフォクールコムターゼ (PGM，表 19): 5本

のバンドが観察されたが，alba種の Hubam，F. C. 

40076， Arctic， Evergreenと officinalis種 の

Bdn 62-1を除いて 2番は共通していた。 また， 4 

番も alba種の BrandonDwarfとofficinalis種の

半数の系統を除いて共通性がみられた。 さらに， 3 

番も比較的共通していたが，taurica種と alba種の

約半数の系統には観察されなかった。 taurica種は

3番を有さぬ代わりに， 5番を有していた。 また，

officinalis種の Bdn62-1とF.C. 40032だけは 1番

が観察された。

エステラーゼ CEST，表 20): 2番のノミンドに比

較的共通性がみられた。 3番のパンドは，hirsuta 

種の P.1. 314096とαltissima種の 894に特異的で

あった。 1番は，altissima種の全系統，alba種の

約半数， ρolonica種と suaveolens種の一部でみら

れた。また，各系統はほとんどが 1本のパンドを有

していたが，alba種の CommonWhiteは， 1番と

2番の 2本のバンドを有していた。

イソクエン酸脱水素酵素CIDH，表 21): 3本のパ

ンドが観察されたが，種間差異は比較的小さく， 1 

番と 2番が共通していた。 しかし ，wolgica種では

2番がなく， 3番が観察された。 3番は他に alba種

の HubamとDenta，officinalis種の P.I.314385 

で観察された。また，hirsuta種の P.1. 314096では

2番が特異的に観察された。

フォスフォグルコースイソメラーゼ (PGI，表

22) : 5本のバンドが検出されたが， 3番が共通で

あった。 しかし，taurica種では 2番が主で，altis-

sima種では5番が主であった。 1番は，alba種の

CuminoとEvergreenで観察され， 2番は taurica

種以外に dentata種の P783-2とalba種の一部で

認められた。 4番は qenta似種の Biennialとαltis-

sima種の 894で観察された。

パーオキシダーゼ (POX，表 23): 3本のバンド

が検出されたが， 1番と 2番を共通に有するのが

suaveolens種， ω01，旨ica種 お よ び officinalis種で

あった。 albα種では 1番と 2番を共に有するもの

(5系統)， 3番と 2番を 1本ずつ有するものに分か

れた。 dentata種，taurica種，altissima種は2番

のみを有していた。

得られたバンドのすべてについて主成分分析を行

い，抽出した 2種の主成分(累積寄与率 37.1%)の

固有ベクトルで、各系統の散布図を示した(図 7)。第

Iおよび第II主成分による散布図からは， αltissima

種，taurica種および dentata種を他の種と区別で

きたが，残りの 6種の分布は重複していた。 また，

taurica種と dentata種も一部が重複していた。

次に， 23バンドをすべて用いてクラスター分析

を行った(図 8)。 種が明瞭に区別できたのは

suaveolens種，wolgica種，taurica種だけで，特

に，officinalis種と alba種は種々のグラスターに分

かれた。しかしながら ，offiヒinalis種や αlba種のク

ラスターへ他種が重複することはほとんどなかっ

た。

2) 種子タンパク質変異

Eumelilotus亜属の 9種 51系統について種子タ

ンパク質の SDS-PAGEによる変異を調べたとこ

ろ，極めて多数のバンドを検出した。これらのバン

ドは分子量マーカーとの相対位置の計算により，総

数 54に分けられた。 そして，分子量の大きいJI慎に

各バンドに 1，2， 3，……と番号を付すと， 44番，

47番， 50番， 53番および 54番のパンドは共通で

あった。 得られたパンドの総数 54は，同時に泳動

したダイズの 13バンド(図 11，17レーン〉に比較

して格段に多かった。それぞれの種の特徴を以下に

述べる。

M. albα(図9，1 ~15 レーン) : 15系統は互いに

異なる独自のバンドパターンを示し変異が大きかっ

た。他の種と比較して， 34番から 39番までのバン

ドを欠くものが多かった。 種内では 26番の有無が

半々であった。 さらに， Denta (5レーン〉だけは

特異的に 40番のパンドを欠失していた。

M. hirsuta (図 9，16~17 レーン) :比較的均一性
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Fig. 7. Scatter diagram of Eumelilotus species in the first and second eigen vectors (21 and 22) obtained 
from the principal component analysis 

が高く， 33番から 40番にかけて薄いパンドがあっ

た。 また， Bdn 58一4(16レーン〉は他種には見られ

ぬ高分子のバンドを有していた。

M. altissima (図 10，1~4 レーン) : 4系統間の均

一性は高かったが， 894 (3レーン〉は35番のバンド

を欠失していた。

M. dentata (図 10，5~8 レーン) :系統聞の均一

性は高く， 45番のバンドを欠き， 26番と 49番を有

するのが特徴的であった。 また， P 787-3 (6レー

ン〉では，高分子のバンドがなく 11番のバンドが濃

カミった。

M. taurica (図 10，9~12 レーン) :均一性は高

かったが， 134-1 (x) (10レーン〉では， 24， 25番

のパンドを欠失し， 26番のバンドが出現した。

Bdn 58-253 (11レーン〉では，dentata種と同じく

45番のバンドが欠失し， 30番のバンドの濃いのが

特徴的であった。

M. wolgica (図 10，13~17 レーン〉 種内の均一

性は極めて高かった。 しかし， P. 1. 314095(17レー

ン〉だけは高分子部位で他の 4種と異なっていた。

M. officinalis (図 11，1~10 レーン〉 種内変異は

大きかった。 特に，高分子のバンドと， 42.7KD 

付近のバンドに異変が大きかった。

M. suaveolens (図 11，11~16 レーン〉 種内の均

一性は極めて高かった。 系統間差では43番のパン

ドの有無によって 6系統が2型に分けられた。

総数 54のパンドから， 5種の共通パンドを除い

た49バンドについて主成分分析を行い， 2種の主

成分(累積寄与率 25.6%)の固有ベクトルで、各系統

の散布図を作成した(図 12)。 第 1:および第II主成
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分による散布図から ，hirsuta種の 58-4(7番〉が

alba種と重複する以外は各種を明瞭に区別できた。

さらに， 49パンドのクラスター分析(群平均法〉を

行ったところ，種内で、の類似度は高かった〈図 13)。

しかし ，alba種だけは3群に分かれた。 また，M.

alba 1群と M.officiηαlisは近縁で，M. hirsutaだ

けは別のクラスターを形成した。

4. 考察

遺伝子の一次産物であるアイソザイムや種子タン

パク質は種の進化を調べる上で，重要なマーカーで

ある。 アイソザイムをマーカーに用いて Oryza

sativa種の分類を行った例はある70)ものの，アイ

ソザイム変異のほとんどは進化に中立であることが

明らかにされつつあり戸アイソザイムより種子タ

ンパク質の方が有効であると L、う報告があるP 一

方，アイソザイム変異と種子タンパク質における変

異を比較して系統分化の方向性が同じ場合もあっ

たア種子タンパク質は栄養体のタンパク質より進

化において保存性が高い73)ので，種形成あるいは

系統分化の研究に関して多くの植物種で用いられて

きた~3) しかし ，Melilotus属に関してはわずかに

Medicago属と Trifolium属との関連で M.al仰の

種子タンパク質が分析されているにすぎないア本

実験ではEumelilotusI!!i:属の 9種目系統について

アイソザイム 6種と種子タンパク質を分析した。ア

イソザイムについてはLAPを除いて種聞の変異が

小さく，また種内の均一性も高かった。 6種のアイ

ソザイムで 23ノミンドを検出したが，種を超越して

同ーのパターンを示した場合もあって明瞭な種間差

は認められなかった。

一方，種子タンパク質についてみると，全部で

54パンドが出現し，主成分分析では M.hir-

suta 58-4が M.albaと重複する以外は明瞭にそれ

ぞれの種を群別できた。さらに，クラスター分析で

は M.albaが明瞭に 3群に分かれた以外はすべて同

一種が 1つのクラスターを形成した。 M.albaはI

群 (Bdn660はじめ 10種)， II群 (F.C. 40076はじ

め 4種)とIII群 (Denta)に分かれたが，アイソザイ

ムの場合と同様に M.alba Dentaは特異的で，主

成分分析でも他系統とは異なる位置を占めた。 ま

た，M. suaveolensはアイソザイムの場合と同様に

1つのクラスターを形成し，主成分分析では M.

officinalis群に隣接していた。

アイソザイムと種子タンパク質を併せて考える

と，まずアイソザイムについては全体に種間変異が

小さく，佐野・喜多31)が 77種の形態形質を用いて

数量分類を行った結果と同様に明瞭な種の類縁関係

を明らかにすることはできなかった。一方，種子タ

ンパク質については M.al仰が 3群に分かれた以外

はすべて Stevenson30
)の分類と同じく明瞭にそれ

ぞれの種が分かれていた。アイソザイムによる分類

が従来の分類と異なったのは調査した酵素数が少な

かったためとも考えられるが，一方では，岡34)が

指摘するように Eumelilotus亜属の場合にもアイソ

ザイムが進化に関係していないことを示唆してい

る。 アイソザイムと種子タンパク質による分類で

M. suaveolensだけが特異的に 1つのクラスターを

形成したことは大変興味深し、。 Stevenson30
)によれ

ば，M. suaveolensは形態的に区別できないほど

M. officinalisに類似し，しかも M.albaと非常に

近縁であったことから， Cooper75
) は M.

suaveolensが M.albaとM.officinalisとの交雑 Fl

から生じたと推定した。 しかし，M. suaveolensは

M. officinalisと子房内の妊珠数については明らか

な差があり ~O) M. albaとも花色などで異なってい

た。 また，M. albaとM.officinalisとの間で自然

交雑の起こる可能性は非常に低く 1川たとえ自然、交

雑で雑種種子ができたとしてもその交雑後代で黄花

個体が出現する頻度は低い;7) これらと本実験の結

果とを併せて ，M. suaveolensは M.albaとM.

officinalisとの交雑後代より生じたとは考えにく

い。 また，種子タンパク質のクラスター分析から

M. alba 1群と M.officinalisが近縁なことが判明

しTこ。

M. albaとM.offici削除のアイソザイムや種子

タンパク質のグラスター分析からの類縁関係と交雑

和合性とが一致する場合があった。すなわち，アイ

ソザイムでの M.albaのEvergreenとCumino，

SpanishとBdn631および M.officinalisの F.C. 

40032とBdn62-1，種子タンパク質での M.alba 

II群の F.C. 40076とBdn631， Brandon Dwarfと

Common Whiteおよび M.officinalisの F.C. 

40032とBdn62-1であった。特に M.officinalisの

F. C. 40032とBdn62-1はアイソザイムでも種子タ

ンパク質でも同ーのクラスターを形成し近縁である

と推定された。 さらに，M. altissimαを含む交雑で

M. altissimaの894とBdn636を用いた交雑 Flの
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みが試験管内栽培で生育が進んだが，この両者は種

子タンパク質クラスター分析で同じクラスターを形

成し，近縁であることを示唆していた。

V 総合討論

種の形成には，遺伝子変化とその保持機構が協働

して起こる。保持機構としては，遺伝子そのものが

適応的である場合，または適応的な遺伝子と連鎖し

ている場合，あるいは生殖的隔離機構に係わる遺伝

子との連鎖などが考えられる。種の形成過程を理解

するには如何なる遺伝子変化や組換えにより多様性

を生じたか，また，その保持機構が如何なるものか

を知る必要がある。したがって，種形成に係わる要

因を明らかにするために，細胞遺伝学的あるいは比

較遺伝学的手法を用いて種聞の遺伝的差異を明らか

にしなければならない。 本研究では.Melilotus属

Eumelilotus亜属の種形成を理解する上で，まず9

種問の細胞学的関係を明らかにし，転座染色体の同

定を行い，転座染色体に座乗する遺伝子を明らかに

した。さらに，アイソザイムと種子タンパク質の変

異を明らかにし，タンパク質レベルからも種の類縁

関係を推定した。 9種聞の細胞学的関係について

は.M. albaだけが他の 8種と 1個の相互転座で異

な ることが判明した。 Kita'8)によれば，

Eumelilotus亜属内で核型の変異はみられなかった

ことから • M. alba種の形成には 1個の相互転座が

極めて重要な役割を果たしていたことになる。

Suyoroy2)が明らかにした Melilotus属各種の分布

域をみると .M. albaはボルトカゃルから中国に至る

最も広範囲に分布していた。 また種内の変異も多

く，生態型の分化がみられた。栽培種として利用さ

れたために多くの生態型を分化したとも考えられる

が，一方の栽培種である M.officinalisの分布が M.

albaより狭いことを考えると .M. albαは分化する

際に広域適応性を獲得したと推定され，それは染色

体の転座によった可能性が考えられる。 Sanoand 

Kita28)は転座染色体に雑種弱勢，雑種クロローシ

スあるいは交雑和合性に関する遺伝子が座乗するこ

とを明らかにして • M. albaと他種の聞にはかなり

多くの隔離機構が作用していることを示唆した。こ

の様な強し、隔離機構が存在するにも拘らず，アイソ

ザイム変異を調べてみると種聞の変異はそれほど大

きくなく，また M.albαに特異的なアイソザイムは

見出されなかった。調べたアイソザイムが 6種と少

なかったことにもよると考えられるものの，このこ

とは M.albaの種形成が Lewis78)の提示した相互

転座による "Saltational"であったことを示唆して

いる。一方 • M. albaを除いた 8種聞には染色体の

構造差がみられなかったことから，これらの種の形

成には遺伝子レベルの変化が関与していたことにな

る。

1個の相互転座が "Saltationalspeciation"を引

き起こすためには，例えばモモアカアブラムシの有

機リン剤高度抵抗性が 1個の相互転座により生じた

とL、う報告79)のように，相互転座が遺伝子変化を

誘導し，その変化が環境ストレスによく適応してい

るという状況が考えられる。相互転座が遺伝子変化

を引き起こした例としては外に Hakansson80)の

Godetiaの花弁のスポットに係わる遺伝子がある。

本研究でも，他殖性に関して重要な意味を有するネ

クターガイド CNectarguide)遺伝子が M.albaと

他種の染色体聞による転座染色体に座乗していたこ

とが • M. albaとM.suaveolensの交雑 F2集団の

分析から判明した。ネクターガイドは訪花昆虫に蜜

の所在を明らかにする花の模様であって.紫外線下

ではじめて人の目に映る。つまり，ネクターガイド

が明瞭であればあるほど昆虫は訪花しやすいので，

このことは他殖性を高めることを意味する。 M.

albaとM.suaveolensのネクターガイドを比較する

と.M. albaの花が全体に濃く明瞭であった。 また

M. alba型のネグターガイドが優性で、，ネクターガ

イド遺伝子 CNcg)は転座点と連鎖していた。 しか

もG分染法によって染色体を特定できたため Ncg

座が M.suaveolensの付随体染色体にあることが判

明した。 Sano67)によれば M.albaは他殖性が高く，

M. suaveolensは低かった。 他殖性に影響する遺伝

子が転座染色体上にあって，種間差異が明瞭であっ

たことを考えると，転座によって Ncg遺伝子が変

化した可能性が考えられる。 ところで • Melilotus 

属各種の花色は黄色と白色に分かれ，しかも白花は

Eumelilotus亜属の M.alba. M. taurica. M. wol-

gicaとMicromelilotus亜属の M.ゆeciosaに限られ

ている ;0) さらに花色の遺伝は非常に複雑で，

Kirk77
)によれば3遺伝子が関与し各遺伝子聞には

相加的効果や上位性がみられた。花の色とネグター

ガイドが全く異質であることは Harborne and 

Smith81
)が指摘する通りで，本研究でも花色とネク
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ターガイドとは無関係であった。 これらのことか

ら，花色は種の進化とは独立的であったと考えられ

る。

種の形成過程を理解するためには，タンパク質レ

ベルで、の変異の利用が有用で、ある。本研究では，基

質特異性は同じであるが電荷が異なるアイソザイム

と種子タンパク質を用いた。アイソザイムについて

は，調べたのが 6種と少なく，また， LAPを除い

て各酵素の種間変異も小さかった。得られた 6酵素

23バンドを基に主成分分析あるいはクラスター分

析を行ったが，明瞭な類縁関係は得られなかった。

しかし，クラスター分析では M.suaveolensは1つ

の明瞭なクラスターを形成した。 これは，M. 

suaveolens が特異的に LAP~l を有していたためと

考えられる。 LAPは比較的種特異的であり ，M.

suaveolens は LAP~l を ， M. hirsuta， M.ωolgica， 

M. officinalisとM.alba は LAP~2 を ， M. dentata 

とM.taurica は LAP~3 を，そして M. polonicaと

M. altissima は LAP~4 をそれぞれ有していた。

一方，種子タンパク質について類縁関係を調べた

ところ，明瞭な種間差が得られた。特に，アイソザ

イムと同様に M.suaveolensが 1つのクラスターを

形成し，クラスター分析では M.albaが3群に分か

れた。結局、種子タンパク質の変異はS白te肝ve印ns叩onが13叩0

が花や種子等の形態でで、分類した結果と平行的であつ

た。 一方，佐野・喜多3r)は77種におよぶ形態形質

を対象にして数量分類学的手法による類縁関係を調

べたが，この場合種内の異変が大きく明瞭な類縁関

係は得られなかった。これらは，花器形質は他殖性

のために重要で種内での保守性が強いことを示唆し

ている。さらに各種間で発達している生殖的隔離機

構が他の花器形質の移入を妨げているのであろう。

花器形質を中心とした分類と種子タンパク質による

類縁関係が一致したことは，種子タンパク質の保存

性が高いことを考慮するならば，種子タンパク質も

何らかの適応的性質を有している可能性が考えられ

る。本研究では，従来成功していなかった交雑組み

合わせからも雑種が得られたが，それらの特異性を

見るとアイソザイムでの類縁関係と一致する場合も

あったが，種子タンパク質での類縁関係と一致する

場合〔表 2の M.albαX M. altissimaにおける M.

altissimaの Bdn636と894(図 13))もあった。 ア

イソザイムと種子タンパク質の分析から ，M. alba 

は M.officinalisと近縁なことが裏付けられた。 さ

らに，M. suaveolensが特異的な進化をたどった種

であることが示唆され，M. suaveolensがシベリヤ

東南部から中国北部辺りに分布域が限られているこ

と2) とも関連があると推察された。

本研究では，転座染色体がG分染法によって特

定できることが実証された。染色体の転座が種の進

化にいかなる役目を果たしたかは転座染色体に座乗

する遺伝子の変化と共にほとんど不明であり，本研

究で得られたネクターガイドの遺伝子や少数の例に

限られている。今後，種々の形質について遺伝子分

析を行い転座との関連を明らかに出来れば，転座と

種の進化についてのより詳細な知見が得られるもの

と期待される。

摘要

Melilotus属は EumelilotusとMicromelilotusの

2亜属に大別され?特に Eumelilotus亜属にはス

イートクローパの重要な栽培種である M.αlbaと

M. officinalisをはじめ 9種が含まれる o

Eumelilotus亜属の種聞には種々の生殖的な隔離が

発達しているため交雑が困難で，全 9種聞の細胞学

的関係は，M. albaとM.altissimaを除く他の 7種

聞に相互転座が存在していること以外はほとんど解

明されていない。スイートクローパ育種のためには

Eumelilotus亜属の全 9種閣の細胞学的関係を解明

し， 9種間の遺伝的差異を明らかにすることが重要

である。そこで，本研究では Eumelilotus亜属の全

9種間で細胞学的関係を解明し，染色体の構造差異

とそれに座乗する主要な遺伝子について調べた。さ

らに， 9種聞にみられる遺伝的差異をタンパク質レ

ベルでも調べて，種形成の様相について検討した。

本研究で得られた主な結果は以下のように要約され

る。

1. Eumelilolus ~属の 9種聞の細胞学的関係

1) M. altissimaと他種との交雑による Frは強

度のクロローシスを示して枯死するため，M. altis-

szmaと他の 8種聞の細胞学的関係は不明であった。

本研究ではクロローシスによる雑種致死を克服する

ため Frの試験管内栽培を試みた。まず， Frを得る

ために M.altissimaと他の 8種閣で正逆交雑を

行った結果，新たな交雑和合性が見出された。正逆
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交雑聞や種聞で和合性の差異が認められる場合も

あったが，M. altissimaは他の 8種すべてと交雑和

合性を有することが明らかになった。 得られた Fl
を試験管内栽培したところ，クロローシスの回復が

みられたものの，ほとんどの民は生育途中で枯死

した。 しかし ，M. alba X M. altissima F 1 3個体と

M. altissima X M. taurica F 1 2個体が開花に至っ

た。 これらの Flについて花粉稔性を調査し減数分

裂を観察した結果，M. alba X M. altissimaのFlは

花粉稔性が半不稔で，減数分裂において 1個の 4価

あるいは 3価染色体が観察された。 このことから 2

種聞には I個の相互転座が存在していることが判っ

た。一方，M. altissima X M. taurica F 1は低い花粉

稔性を示したものの，減数分裂における染色体行動

は正常であった。 したがって，M. al，的simaとM.

tauricaとの聞には染色体の構造差がないと考えら

れた。

2) offici削除群と dentata群聞の交雑である M.

suaveolens X M. wolgicaで新たな和合性が見出さ

れ，得られた Flを試験管内栽培したところ，クロ

ローシスが回復し， 2個体が開花に至った。 これら

の個体の花粉稔性は低かったものの，減数分裂にお

ける染色体の行動は正常であった。 したがって，

M. suaveolensとM.ωolgicaとの聞には染色体の構

造差はないと考えられた。 このことは officinalis群

とdentata群との聞に染色体の構造差がないという

三系交雑による結果を直接的に検証したことにな

る。

3) 以上の結果から ，Eumelilotus亜属の全 9種

聞の細胞学的関係は M.albaだけが 1個の相互転座

により他の 8種と異なることが明らかになった。

2. 転座染色体の同定と F2集団における転座染色

体と昆虫訪花に関する遺伝子との関係

1) M. albaの転座染色体および転座点を同定す

るため，M. alba X M. suaveolensのFlおよびその

両親を用いて SDS処理による G分染を行ったとこ

ろ，中期の染色体にはほとんどパンドがみられな

かったものの，前中期では動原体付近に明瞭なバン

ドがみられた。

2) M. albaとM.suaveolensのG分染法による

核型の比較から，付随体染色体は共に最も短いもの

の，付随体の大きさと長腕の長さに差異が認められ

た。しかし，両種の核型では転座染色体を同定する

ことはむずかしかった。 次に， FlのG分染で核型

を作成したところ，付随体染色体に差異が認められ

た以外に付随体染色体に次いで短い染色体にも差異

が認められた。

3) Flの核型と両親の核型を総合して，

suaveolens型の 5Sと8Sの長腕の端部側に切断が

起こり， 5Sと8Sの間で転座を生じ，それぞれ

alba型の 7Aと8Aになったと推定された。

4) 付随体染色体が転座に関係していることは，

M. alba X M. suaveolens F 1の Pachyteneで十字型

を形成する染色体が仁に付着していたことと ，M. 

alba X M. suaveolens F2で付随体染色体と相互転座

のホモ型あるいはヘテロ型とが一致したことから裏

付けられた。

5) M. alba X M. suaveolensのF2では，相互転

座ホモ型とヘテロ型を 1対 Iの期待比に分離した。

また，転座点とネグターガイド遺伝子CNcg)との連

鎖関係を調べた結果 Ncgと転座点との聞には

9.5士5.3%なる組換価による連鎖関係が明らかと

なった。

6) 転座染色体断片を有する付随体染色体型と

Ncg遺伝子との間での複合分離を調べた結果， s型

付随体染色体で Ncg+遺伝子が過剰となり，均一性

のが検定では有意、となった。 このことは付随体染

色体と Ncg遺伝子が互いに関連のあることを示唆

した。

3. アイソザイムと種子タンパク質における種聞の

遺伝的差異

1) Eumelilotus亜属における種および系統間で

のアイソザイムと種子タンパク質における変異を調

ベた。

2) アイソザイムはLAP，PGM， EST， IDH， 

PGIおよびPOXの6種で， LAPで4本， PGMと

PGIで5本， EST， IDHとPOXで3本のノミンド

をそれぞれ検出した。 LAPを除いて ，Eumelilotus 

亜属 9種におけるアイソザイムの変異は少なかっ

た。また，各アイソザイムの種内における均一性は

高かった。

3) 23本のバンドについての主成分分析の結果，

altissimα種，taurica種および dentata種は他の種

と区別できたが，残りの 6種は重複していた。 ま

た，taurica種と dentata種聞にも一部重複があっ

た。
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4) 23のバンドについてのクラスター分析の結

果，suaveolens種，wolgica種および taurica種だ

けは明瞭に区別できた。 officinalis種と alba種は

様々なクラスターに分かれたものの，他種とは重複

しなかった。

5) SDS-PAGE電気泳動法により種子タンパク

質を分析した結果，Eumelilotus亜属 9種目系統

において総数 54本のバンドを検出し，種聞に大き

な変異がみられた。また，alba種と officinalis種の

種内変異も大きかった。 一方，suaveolens種と

wolgica種は種内の均一性は極めて高かった。

6) 総数 54バンドから共通パンドを除いた 49ノミ

ンドについて主成分分析を行った結果，hirsuta種

1系統が αlbα種と重複する以外明瞭に各種を区別

できた。 さらに， 49バンドについてのクラスター

分析の結果，主成分分析と同様に種内での類似度が

高かった。 しかし ，alba種だけは3群に分かれ，

そのうちの I群は officinalis種と近縁であった。

7) アイソザイムと種子タンパク質のクラスター

分析の結果から ，suaveolens種だけは明瞭な一つの

クラスターを形成した。 このことは suaveolens種

が独自の進化をたどったことを示唆していた。
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Summary 

The genus Melilotus is divided into two subgener-

a， Eumelilotus and Micromelilotus~) The subgenus 

Eumelilotus comprises nine species including M. alba 

and M. offici仰 liswhich are important as forage leg-

umes. Since several kinds of reproductive barriers 

are highly developed among Eumelilotus species， 

cytological relationships among the nine species in 

the subgenus have not been known with the excep-

tion of the presence of a reciprocal translocation 

betw伐 nM. alba and the other seven species except 

M. altissima:7) It is very important to establish the 

cytological relationships and to c1arify the genetical 

di妊erencesamong the nine species in the subgenus 

Eumelilotus for Melilotus breeding programs 

The present study aims at establishing the 

cytological relationships among the Eumelilotus 

species and revealing the structural differences of 

chromosomes between M. alba and the officinalis 

group. Furthermore， in the present study inter-and 

intraspecific relationships among the nine species in 

the subgenus Eumelilotus were surveyed from the 

viewpoint of biochemical traits 

The results obtained are summarized as follows ; 

A. Cytological relationships among the nine 

species in the subgenus Eumelilotus 

1. Although Aよaltissimashowed cross-compati-

bility with the other eight species in Eumelilotus， all 

F， plants were inviable because of heavy chlorosis. 
However， three and two F， plants of the crosses M. 
alba X M. altissima and M. altissima x M. taurica sur-

vived byη vitro culture and reached the fiowering 

stage目 F，plants of M. alba x M目。ltissima showed 

chromosome configuration with one quadrivalent 

and 6 bivalents or one trivalent， 6 bivalents and one 

univalent at MI stage of meiosis. On the other 

hand， chromosomal pairings at meiosis of F， plants 
of M. altissima X M. taurica were normal. This 

result indicates that M. altissima has the same chro-

mosome configuration as the dentata group 

2. Cros唱edseeds of the cross M. suaveolens x M. 

wolgica were obtained for the first time in the 

experiment. Although the F， plants were inviable 
because of heavy chlorosis at a nursery bed， in 

vitro culture made them grow to the fiowering 

stage. They showed normal pairings of chromo-

somes at MI of meiosis， though averaged pollen fer-
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tility was 18 %. This result indicates the absence bined segregations between zygote type of recipro. 

of any structual differences of chromosom巴s cal translocation and Ncg gene responsible for pol. 

between M. suaveolens and M. wolgica. Further. linator visitation were examined in the F，. Ncg 

more， this result verified the result in triple crosses CNectar guide) gene was found to be linked with a 

that the officinalis group and the dentata group have break-point with the recombination value of 9.5土

the same chromosomal constitution. 5.3 % 
3. From these results it was concluded that only 6. From analysis of combined segregation 

M. alba was differentiated from the other between Ncg gene and SAT-chromosome type 

Eumelilotus species by one reciprocal translocation. which included translocated segment in the F" 

excessive frequency of Ncg+ gene was observed in 

B. Identification of translocated chromosomes and homozygous plants for S SA T -chromosome type. 

combined segregation between translocated This result indicates that Ncg locus is located on 

chromosomes and the gene for pollinator visita. SAT-chromosome derived from M. suaveolens. 

tlOn 

1. SDS method for G banding of chromosomes C. Interspecific relationships based on biochemical 

was applied to identify translocated chromosomes characters 

between M. alba and M. suaveolens. Although no 1. Interspecific relationships in Eumelilotus were 

bands were observed at metaphase because of heavy examined on the basis of isozymes and seed pro. 

concentration， several clear bands were recognized teins. 

near centromere at prometaphase. Based on the 2. Four bands for LAP，自vebands for PGM and 

lengths， arm ratios and banding patterns of chromo- PGI and three bands for EST， IDH and POX were 

somes， the karyotypes of M. alba， M. suaveolens and obtained as isozyme markers. Variations in each 

hybrids between them were decided. isozyme were few among the species except for 

2. M. alba， compared with M. suaveolens had a LAP， and each species was relatively homogeneous 

smaller satellite and a longer long-arm of SAT for each isozyme. 

chromosome. On the other hand， structural 3. Based on principal component analysis for a 

differences between SAT-chromosomes and between total of 23 bands of 6 isozymes， M. alt，おima，M. 

the shortest chromosomes were observed through taurica and M. dentata were discriminated from the 

analysis of karyotype of the hybrid. other species， which， 0 
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However， M. alba was classified into three types for med a distinct cluster in cluster analyses of is-

seed proteins and N o. 1 group of M. alba was ozymes as well as of seed proteins. This result sug-

related to 11主oβicinalis. gests that M. suaveolens evolved characteristically 

7. It was clarified that only M. sz仰 eolensfor- in the subgenus Eumelilofus. 


