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Betα属植物のアイソザイム変異と種間関係

阿部 純・中 111鳥 博・津田周粥
(北海道大学農学部工芸作物学教室)

(1昭和61"(o4 )'1 7日受取)

Isozyme Variation and Species Relationships in the Genus Beta 

ABE Jun， NAKASHlMA Hiroshi and TSUDA Chikahiro 
(Laboratory of Industrial Crops， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo 060， Japan) 

緒 論

育種の進歩に伴い，多くの作物で遺伝子源の枯渇が注

目されている。北海道の主要畑作物のひとつであるテン

サイ(B.vulgaris L.)においても，病害抵抗性や単眼性

など有用形質の改良は既存の品質内選抜に基づくもので

あり，近縁野生種に対する遺伝子、源としての期待が増大

している8)，21)。

テンサイを含む Beta属の種は，小アジアを中心に地

中海や北大西洋の海浜，ならびに塩分の高い内陸部の窪

地に分布している。この属の種分類は TRANSHEL29)や

URBRICH31)らによって進められ， COONS10)が交雑親

和性や形態に基づいて 4節目種に総括した。その後い

く人かの研究者17)，22)によって 2，3の種が加えられてい

る。野生種利用の基本となる種間関係に関する研究は，

これまで核型5)やゲノム分析11)，26)，生殖障害ならびに生

理形態形質の比較3)，6)，7) ，13)，15)，17) ，30) ，33)より進められて

きた。これらの研究結果はこの属の系統分化の理解に多

くの成果を与えてきたが，未解決な問題も多く残されて

いる。本報告では，アイソザイム変異の解析に基づいて

Beω属の種間関係を考察した。

アイソザイムは多くの植物種の系統分化の解析に利用

されてきた。その主な理由は，アイソザイムが一般に退

伝子の直接産物であり，同祖遺伝子座の比較が容易であ

ること，また共優性で形質表現が相加的ゆえ倍数体種の

ゲノム供与種の探索が容易であるなど，従来の生理形態

形質に比べ種間の遺伝的関係を明らかにするうえで有効

な点にある12)，19)。
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材料と方法

Vulgares， Corollinae， Patellares節12種について，

酸性フォスファターゼ (APH)，パーオキシダーゼ(PX)，

エステラーゼ (EST)のアイソザイム変異を澱粉ケ、ル電

気泳動法によって解析した。供試系統はAPHで12種41

系統， PXで12種43系統， ESTで9種34系統である。

電気泳動法は ENDOI4)に従い， アイソザイムの検出

には成熟葉を用いた。 PXではホウ酸塩緩衝液， APH 

やESTでは水酸化リチウム緩衝液により， 50C 200 Vの

定電圧で， PXやESTでは4時間， APHでは5時間泳

動した。各酵素の染色法は， APHで BREWBAKERら

9)， PXで山本と桃谷34>， ESTで ENDOI4)の方法に従

った。調査個体数は，Vulgares や Patellares 節で 8~

10個体，Corollillae 節で 3~5個体である。各系統毎に

パンド頻度を求め，これを各系統の平均ザイモグラムと

した。種平均ザイモグラムは各系統の平均ザイモグラム

の総平均である。また，各パンドの染色程度も種間で異

なったが，ザイモグラムの類似性の評価には入れなか

っTこ。

種平均ザイモグラムの類似性は，2xRの独立性検定

のがi直で表し，カイ自乗距離 (;<2距離jとした。すなわ

ちら j両種の P距離 (Dij)は，

R 

Dij = L; [(fik-eik)2/eik+(}jk-ejk)2/ejk] 

として表される。ここで fik，fjk， eik， Cjkは両種の h番

目の観察と期待頻度で，Rは同種で観察された総パント

数である。期待頻度，Cik， ejkは，

R R 
eik = (fik + }j k) L; fik/ L; (βk十fju
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結

との対応関係より分割した。

APHで24本(陽極側に20本，陰極側に4本)， PXで

15本， ESTで19本のバンドが観察された。またPXで

は陽極側に， ESTでは陰極側に数木のバンドが観察さ

れたが，バンド活性が実験問で不安定であったため，こ

れらは以下の解析から除外した。アイソザイムバンドは

原点を基準に APHで陽極側を A1，A2，…陰極側を

A1'， A2'，…， PXやESTでそれぞれP1，P2，…， E1， 

E2， ...としt::.o
Fig. 1に種平均ザイモグラムを， Table 1に種内で、

観察された総バンド数と個体当たりで観察された平均ノミ

ンド数を示した。各々の種の平均ザイモグラムは次のよ

うに特徴づけられる。

阿部・中嶋・津田 Beta属植物のアイソザイム変異と種間関係

として求めた。この Z2距離をもとに群平均法によって

クラスター分析を行った。

また種間および種内のアイソザイム変異の様相を明ら

かにする目的で，各系統の平均ザイモグラムに一基づいて

主成分分析を行った。

果

1. 種平均ザイモグラムの特徴

APHやPXではバンド分離の良好なザイモグラムが

得られたが， ESTでは Vul伝ga山re山S節や ιCo仰n叫J
で、染色帯が観祭された。この場合，染色帯は他のバンド

R R 
ejk = (βk+ jjk) L; fjk/L; (jik+ fjk) 

E::o.terasc 
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Fig. 1. The average zymograms of the Beta species. 

o : Origin (+): Anode side ー):Cathode side 

75%< 凹 50%ー 74% E三I25%-49% 亡コ <25%

これらに加え陰極側に節特異的な A1'~A4' が認めら

れた。

Patcllares節では Vulgares節や Corollinae節で観

察されたパンド群が認められず，その結果個体当たりパ

ンド数が著しく少なかった (Table1)0 A 2， A 4， A 6， 

A9， A20が高頻度で観察され，この内 A20が節特異的

で全ての種で固定していた。また patellarisは 1りrocu-

1Ilbωsや τvebbianaにはない A19を固定していた。

パーオキシダーゼ (PX)Vulgares節では全体で14本

のパンドが観察された。この内P14はすべての種で固

定していた。 P2とP3は単一遺伝子座 (PX-1)に， ま

たP5はそれと連鎖する異なる遺伝子座 (PX-2)に支配

• 酸性フォスファターゼ (APl-l)Vulgarω 節では全体

で16本のパンドが観察された。この内 A15， A 16， A 17， 

A18は単一遺伝子座 (APH-l)に支配されておりへ

vulgar.れωや川aritUllaはA17を肖頻度で保有したが，

JIl.acroωゆaやpatulaでは A18が固定していた。また

A 3， A 4， A 5， A 6， A 7， A 8から成るバンド群 (Multi-

ple bands)が多くの種で観察された。ノミント、群を構成

する個々のパンドはし、ずれも単独で、行動することがなか

った。

Corollinae節で、は全体で、20本のノミンドが観察された。

V白色ω'es節同様に A6， A 7， A 8， A 9， A 10， A 11が

バンド群を形成し，すべての種で一定して観察された。
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Table 1. The total number of isozyme bands within species， and the 
mean number of isozyme bands per plant 

Acid phosphatase 

Species No. of No. of 
N total bands 
bands per plant 

ー 一 一

vulgaris 8 14 7.30 (0.36) 

lIlantuna 7 14 7.18 (0.47) 

atrψlicifolia 1 13 8.12 

patula 1 9 5.80 

macrocarta 2 10 7.58 (0.60) 

2x 1 7.15 

4x 1 8.00 

lIlacrorhiza 1 10 9.00 

trigyna 3 18 9.63 (2.75) 

4x 2 8.63 (3.01) 

6x 1 11.64 

corollijlora 3 17 9.16 (3.37) 

lomafogona 4 18 9.60 (1.84) 

2x 1 10.04 

4x 3 9.79 (2.80) 

patellaris 6 7 6.02 (0.58) 

ρro口lmhens 3 7 4.13 (0.63) 

webbiana ') 5 4.69 (0.09) 

Figure in parenthesis is standard deviation 

N: Number of strains. 

Peroxidase 

No. of No. of 
N total bands 
bands per plant 

8 8 3.79 (0.61) 

7 10 3.81 (0.82) 

1 6 3.50 

1 5 3.50 

2 6 3.94 (0.09) 

1 3.88 

1 4.00 

1 6 6.00 

3 11 6.91 (0.97) 

2 6.36 (0.20) 

1 8.02 

3 10 6.01 (1.00) 

5 10 7.07 (1.39) 

1 5.66 

4 7.42 (1.33) 

8 
6 
3.72 (0.44) 

3 6 3.42 (0.23) 

2 7 4.07 (0.10) 

Esterase 

No. of No. of 
N total bands 
bands per plant 

7 10 5.84 (0.65) 

6 13 5.53 (1.68) 

1 5 5.00 

3 14 5.69 (0.47) 

2 5目42(0.11) 

1 6目22

3 14 4.78 (0.70) 

4 11 4.51 (0.53) 

1 4.60 

3 4.48 (0.53) 

5 7 4.52 (0お)

3 6 3.72 (0お)

2 5 2.56 (0.28) 

されている4)0 vulgarisと川aritilllaはP2，P 3， P4 パンドが観察され，この内 E4~E7 が染色帯を形成し

を，atr争licifoliaはP2とP3を，川acrocaゆaはP3 た。この染色帯は 'vn伝aliSの供試系統全てで観察され

とP5を， ρatulaはP3とP4をそれぞれ高頻度で保有 たが，川aritilllaでは変異し， E4や E6の欠いた系統

した。また patulaではP8や P10が観察されたが，これ が認められた。

らのバンド活性はいずれも他節のものに比べ低かった。 ζCoωr，οf妨lina似U 節では全体で 1臼5本のノバζンドド、が観詰祭足され

ζct 

た。 tμか川rげ.ヅi依広Uγyna偽， (印ζo山}川げ川r，川'0叫oヌJl，μli伊yヌ'10ra ， 1ルtο，川川11川Jtほatωιog.伊onaの3種はP2， 形成した。 trigyna，corollijlora， IOlllatogonaの3種は

P 3， P 4， P 6， P 7， P 10， P 14と節特異的な P15を高頻 多くのパンドを共有したが，いずれも種内変異が著しく，

度で保有した。また lOlllatogonaはP13を高頻度で保 出現頻度の高いパンドが少なかった。一方 lIlacrorhizCl

有し，他の2種と異なった。一方川acrorhizaはP2， は E9~E 11の染色帯が観察されず，これら 3種と異な

P 3， P 15が観察されず，また種固有の P11を保有する った。

など，これら 3種とは著しく異なっていた。 Pateu，ω4es節では全体で8本のパンドが観察された。

Patellal・'es節では全体で9本のパンドが観察され，こ この節は他節とは異なり，染色帯の形成は認められなか

の内 P4， P 9， P 10が高頻度であった。 またρatellaris った。 E9とE14が高頻度で観察され，これらに加え，

はこの節固有のP12を高頻度で保有し，pl町 ulIlbensや ρatellarisは proc umben sや webbianClでは観察され

wehbianaと異なった。 なし、か稀な E13やE18を， ρroculllbensは古ij者にない

エステラーゼ (EST)Vlllgares節では全体で 14本の E 15を高頻度で保有していた。
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2. 個体当たりバンド数の変異

Table 1に示すように，個々の種は個体当たりで観察

される平均パンド数でも異なった。個体当たりパンド数

は3酵素とも PateZZares節のprocumbensやwebbiana

で少なく， APHやPXでは Corollinae節の種で， EST

では Vuなars節の vulgarisで多かった。枝分かれ分

類に基づいて推定した所，その種間変異は主に異なる節

の種間変異に起因しており，節内の種間変異は著しく小

Table 2. Variance components (70) for mean 

number of isozyme bands per plant， 

estimated by the nested analysis 

of variance 

Variance Component APH PX EST 

Among sections 80.7 65.6 46.2 

Amoitnhg i spSeeccltei s 10.3 wltnm ~ectlon 

Amoitnhg i stralns 19.3 34.4 43.5 wlthm speC1es 
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さかった (Table2)。

節内においても，異なる倍数性聞で個体当たりバンド

数の変異が認められた (Table1lo Patellares節では

4倍体種patellarisがこの種に特異的な A19やE18の

存在で， 21i音体種 ρrocumbensや webbi，仰 d に比べよ

り多くのバンドを保有した。また種内で倍数性に変異す

る Corollinae節の trigynaや lomatogonaで、は，し、

ずれも高次の倍数体系統でパンド数の増加の傾向が認め

られた。

3. 種平均ザイモグラムの類似性

APHとPXについての主成分分析の結果を，得られ

た第1主成分と第2主成分の散布図として Fig.2に示

した。両酵素とも同一節内の種は互いに重複して分布し

たが，Vulgares， C01叫linaePatellaresの3節はそれ

ぞれ異なる象限に分布した。第2主成分までの累積寄与

率は APHで51.9%，PXで52.4%であり，観察された

ザイモグラム変異の約半分は節間の変異に起因してい

た。同様の結果がESTでも得られている。
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Fig. 2. Scatter diagrams of the Beta species in the五rstand second eigen 

vectors (Z 1 and Z 2) obtained from the principal component anal-

ysis (PCA). 

種平均ザイモグラムの χ2距離に基づくクラスタ一分 は異なるクラスターを形成した。雨酵素を含む主成分分

析の結果を Fig.3に示した。 PXでの macrorhizaを 析の結果からも，川町rocaJアaや patulaが他種と異な

除き，節内の種は同ークラスター1'0こ含まれた。しかしク ることが指摘された (Fig.4)。

ラスターの併合順位は酵素によって異なり， APHでは Corollinae節ではかなynaとcor叫liヌoraの聞でX2

Vulgares節と Patellares節の間で早かったが，他の 距離が最も小さく ，lomatognaがこれら両種とやや異な

2酵素では Vulgares節と COl叫 linae節の聞で早か っていた。また3酵素を含む主成分分析の結果からもこ

った。 れら種聞のサ、イモグラム分化が認められた (Fig.5)。ー

Vulgares節では X2距離は APHおよびPXともに 方 macrorhizaはPXでこの節のクラスターに含まれ

vulgarカ，1Ilaritima， atriplicifoliaの3種間で小さか ず，また APHやESTでも他の 3種との間で大きな X2

った。それに対し macrocaゆι や patuよbはこれらと 距離を示した。
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Fig. 4. Scatter diagram of 16 strains in the sec-

tion Vulgar，ωin the五rstand second eigen 

vectors (Z 1 and Z 2) obtained from the 

PCA applied to both acid phosphatase 

and peroxidase average zymograms. The 

accumulative contribution to the to(al 

variance is 46.0 percent 

lコ'atell.ωーの節では ρatellarisが， ρIY)(Unlbell.'iや

webbianaでは観察されないか稀なバンドを有し (Fig

1)， 3酵素とも P距離はρrocumbensとwebbiωlaの問

で小さく，両種と ραtellarisの問で大きかった (Fig.3)。

tion Corollinae in the五r5tand 同 concl

elgen veじtors(Z 1 and Z 2) obtained from 

the PCA for three enzymes. The accu-

mulative contribution to the total variance 

is 39.7 percent. 

考 察

Beta属の主な3節，Vulgares， Cοrollinae， Patel-

laresの聞には染色体の構造分化が生じており 5).11)，26)， 

F1雑種の致死や不稔性などの生殖障害とともに花粉形

態やフェノ ノレ化合物など多くの生理形態形質に分化が

認められる30)，33)。主成分分析の結果が示すように，調査

した3醇素のザイモグラムにも節間に明確な分化が認め

られた。

各節のザイモグラムは，主に節|古|有ノミントや節|古I有の

パンド組み合わせによって特徴づけられるが，個体当た

りで観察される平均ノミンド数においても著しく変異し

た。この個体当たりパンド、数には，醇素遺伝子数や転写

後のタンパク質構造の修釘jiが関与する。

i宣伝子数の差呉は倍数性の具なる種!日lで広く認めら

れ，倍数体種はゲノム供与種の酵素逃伝子を相川l的に保

有することが知られている 19)。倍数性十こ変異する CO/叫-

linae節や Patellarω 節においても倍数体問にパンド

数の差異が認められ，いずれも高次の倍数体でバンド数

が増加した。また同一倍数性においても遺伝子重複によ

る遺伝子数の変異が Clarkia属のアルコール脱水素酵

素遺伝子18)やフォスフォグノレコイソメラーゼ遺伝子20)

で知られている。 βcta属でもパーオキシダーゼアイソ

ザイムに遺伝子重複が認められている4)0 Vulgares節

で観祭された P2，P3， P5はそれぞれ強く連鎖する遺伝

子座 (PX-lとPX-2)に支配されており，この内失活型

との多型を示す Pフ(-2座の P5は山山roωゆαでのみ

認められた。従って Pつ(-2座は川acrocaJアd の種分化
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の過程で PX-1座の遺伝子重複によって生じたものと考

えられる。節間にも同様に遺伝子重複が生じているか否

かは交雑実験による解析を必要とするが，遺伝子重複に

よる遺伝子数の差異も観察された個体当たりバンド数の

差を説明する要因のーっと思われる。

転写後のタンパク質構造の修飾による Multiple 

bandsの形成は，イネの酸性フォスファターゼ23)，トマ

トのノミーオキシダーゼ25)やフォスフォグルコイソメラ

ーゼ28)，ポテトのノミーオキシダーゼやリンゴ酸脱水素酵

素24)などで知られている。特にトマトやポテトでは修

飾に関与する変更因子の変異が報告されている24)，25)。調

査した3酵素の内，酸性フォスファターゼではVulgares

節や COI叫 linae節で Multiplebandsが観察された。

しかしその構成要素である個々のパンドは独立に変異す

ることがなく，観察された Multiplebandsも同様に

タンパク質構造の修飾に原凶すると思われる。一方

Patellares節では Multiplebandsは認められず， そ

の遺伝機構が節聞で異なることが示唆された。

従って，個体当たりバンド数にみられる差異は，節聞

のザイモグラム分化が単に対立遺伝子的な変異に加え，

関与遺伝子数やタンパク質構造の修飾に係わる遺伝的分

化を反映することを示唆しよう。

節聞の類縁関係については，核型分析5)や生理形態形

質30)，33)の比較から，J> ate lla res節が最も遠縁であると

されてきた。しかしザイモグラムの類似性は酵素によっ

て異なり， PXやESTでは Vulgares節と Corollinae

節の問で， APHでは Vll必ιρω 節と Patellares節の

聞で高かった。このような酵素聞の不・致は，上述のよ

うに節聞のザイモグラム分化が種々の要悶の関与した複

合産物であることに原凶すると考えられる。遺伝的類似

性の評価.は同組遺伝子l!rrでの比較が基本となる。特に泣

伝解析が困難な遠縁種間で遺伝子座の同十11性を推定する

には，遺伝行動の複雑な非特異的酵素よりむしろ関与遺

伝子数の少なくまたその変異の小さな特典的酵素の利用

が望ましいであろう 12)。

一方節内では個体当たりパンド数の種間変異は非常に

小さく，ザイモグラムの分化は主に種固有ノくンドの存在

やパンド頻度の差異に原因していた。

Vulgares節では，川acrocUlアd とpatlllaが vu1gal九

川aritima，atriplicifoliaの3種とそれぞれ異なるザイ

モグラムを示した。また5酵素6遺伝子座での分析結果

からも，刀1αcrocarpαが他種と著しく異なることが指摘

されている4)。 この節の種は相互に雑種形成が容易で

あり，生育H王感な雑種が得られるが，川町rocUlアι と

vu伝a!九川aritima，atlψlic(ゾoliaの聞にF1部分不稔

性やF2でのクロロシス，弱勢および不稔性の分離が，

また ρatllμ とこれら 3種の聞に弱勢や不稔性の分離が

認められる3)。 アイソザイムの分化はこれら種聞の生殖

障害の程度と一致し，川acrocal・ρaは Vul.旨ares節の中

でも最も遠縁であると，またpatu1aは vu1garis，111山子

tllJlaおよび atrψliC1fo1iaとやや異なると考えられる。

Cοrollinae節では macrorhizaが trigyna，coro1-

liflo ra， 10111 a to goanの3種と異なるザイモグラムを示

し7こ。 lIlacrorhizaはフラポノイドクロマトログラムで

も後者と異なり，これらとの交雑で部分不稔を示す15)。

ザイモグラム分析の結果はこれらの結果と一致し，叫a-

crorhizaがこの節の中でも最も遠縁であることを示唆

した。 川lacrorhizaは 2x 10川atogonaと共にこの節

の倍数体種のゲノム供与種とみなされている 16)。しか

し川acrorhizaに特異的なパーオキシダーゼ、の Pllは

供試した倍数体種では観察されず，そのゲノム供与種

としての可能性については否定的であった。 tngyna，

corolliflora， 101llatogonaの3種は互いに類似したザイ

モグラムを示したが， 主成分分析の結果，10川atogona

と tngynaや ι01叫 lifl，ογdの聞に分化が認められた。

10matogoJlaは葉17)や花被月 6)の形態で trigynaと異

なり，また同種の交雑F，も部分不稔である15)。従って，

10lllatogonaはかな'ynaや coro llifloraとはやや遠縁

であると考えられる。また 6x li・Igynaは 2x lOlllato-

gonaとcoroll伊ο叩の複2倍体と考えられているが22)， 

3酵素のザイモグラムには後者の 2種を識別するパンド

は認められず 6x trigynaがこれらのゲノムから成る

複2倍体であることを示す結果は得られなかった。

Patellares節では，troc/llllbensと webbianaカザ瓦

似したザイモグラムを示し，両種の高い交雑親不u性や形
態的類似性13) と一致した。一方 tatellarisは2，3の種

特異的なバンドを有し，これら 2倍体種と異なっていた。

4倍体種である ρatどllarisは減数分裂期に規則正しい

11価染色体を形成する32)。また 4x vulgarisとの交雑

F1 で 14~18 本の 11価染色体が観察されること7)から，

この種は類似したゲノムを有する複2倍体種である可能

性が高い。ザイモグラム分析の結果からも，patellaris 

が既存の 2倍体種のゲノムに加え，それとは異なるゲノ

ムを有する複2倍体種であることが示唆された。

このようにアイソザイム変異の解析は Beta属種間の

遺伝的関係を明らかにする上で市対jである。

近年アイソザイムの染色体マーカーとしての利用が多

くの作物で進められている。テンサイにおいても，Vul司
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gar，出節の川acrocalアa との種間交雑で種間差の遺伝

解析や野生種からの遺伝子導入におけるアイソザイムの

染色体マーカーとしての有用性が示されている1)，2)。 ザ

イモグラム分析の結果，Corollinae節や PateUω・'es節

の種はテンサイでは観察されない固有の変異を保有して

いた。両節の種はネマトーダ抵抗性など様々な病害抵抗

性を保有しており，これらの特性を導入する際の染色体

マーカーとして，観察されたアイソザイム変異を利用す

ることが可能で‘あろう。

摘要

13eta属の種間関係を明らかにする目的で，Vulgares， 

Corollinaeおよび Patellaresの3節 12種のアイソザ

イム変異を澱粉ゲ、ル電気泳動法により解析した。得られ

た結果は次の通りである。

1. 平均ザイモグラムの主成分分析の結果，節聞に明

確なザイモグラム分化が認められた。各節のザイモグラ

ムは節固有パンドや固有のパンド組み合わせによって特

徴づけられたが，個体当たりで観察されるパンド数でも

著しく異なり，関与遺伝子数やタンパク質構造の修飾に

係わる遺伝的分化が示唆された。

2. 同一節内の種聞にもザイモグラムの分化が認めら

れた。節間とは対照的に，個体当たりパンド数の種間変

異は非常に小さく，ザイモグラム分化は主に種固有バン

ドの存在やパンド頻度の差異に原因した。

3. Vulgares節では，vulg，ω(~s， 川aritima および

atlψlicifoliaが類似したザイモグラムを示したのに対

し，macrocartaやtatulaはこれら 3種と特定バンド

の有無で異なった。

4. Corollinae節では 11lacrorhizaが他種と著しく

異なるザイモグラムを示した。更に3酵素を含む主成分

分析の結果，lomatogonaが trigynaや C01・ollグora

とやや異なることが示唆された。

5. Patellares節では trocu11lbensと webbiωla

が類似したザイモグラムを示したが， ρatellarisは前者

では観察されない種固有パンドを保有し，既存の近縁

2倍体種のゲノムと， それとは異なるゲノムを有する複

2倍体種であると考えられた。
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4. In the section Patellares， tr，οcumbens and 

webbiana showed the similar average zymograms 

to each other， indicating a close relationship be-

tween them. In contrast， pateUω.is was different 

from P7・'oculllbensand webbiana in some spscies-
speci五cbands. Thus ρatellaris a pperead to be a 

partial alloploid with a distinct genome from ist 

related diploid species. 


