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１．緒言 

 グミ科植物の一種であるシーベリーHippophae rhamnoides L. （図

1）はユーラシア大陸に分布する落葉低木果樹である。Hippophae 属

植物は 6 種に分類されており、H. rhamnoides はさらに 8 亜種に分類

されている[1] [2]。Lian (2003) はさらに新亜種を報告していることか

ら、現在では H. rhamnoides には 9 亜種が知られている[3]。シーベリー

は防風や土壌保全の目的で利用される一方、果実にはビタミン、ミ

ネラル、不飽和脂肪酸などの豊富な栄養素を含んでおり、健康食品

としても利用されている[4] [5] [6] [7] [8]。シーベリーは二倍体（2n = 24）

の雌雄異株植物(雌花のみをつける個体と雄花のみをつける個体が

それぞれ独立に存在する植物）であり、風媒により種子を着ける[1] [9]。

X/Y 性染色体が関与する機構によって性別が決定すると考えられて

いるが、性分化機構の詳細は不明である[10] [11]。播種から開花までの

3 から 4 年間は雌雄の識別ができない。育種および果実生産の効率

化のために幼苗時での雌雄識別法が求められている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 H. rhamnoides の雌雄識別に寄与する DNA マーカーの最初の報告

は、Persson and Nybom (1998) によるオスに特異的な RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) マーカーの OPD15-600 である[12]。その

後、Sharma et al. (2010)はオスに特異的な一つの RAPD マーカーを報

告し[13]、Korekar et al. (2012)は二つのメスに特異的な RAPD マーカー

を報告し[14]、Das et al. (2017)は一つのメスに特異的な ISSR (Inter 

Simple Sequence Repeat) マーカーを報告している[15]。最も近年では

Zhou et al. (2018)によって一つのメスに特異的な RAPD マーカーが

報告されている[16]。さらに H. rhamnoides の近縁種 H. salicifolia にお

いては、Rana et al. (2009) によって一つのメスに特異的な RAPD

マーカーが報告されている[17]。これらの DNA マーカーのなかには

SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) マーカー化されて

いるものもある。 
 既報の DNA マーカーは各々が使用している材料においては雌雄

識別に有効な DNA マーカーであるが、他の系統や品種では機能し

ないことが多く、私たちが使用している品種（表 1）について完全

に雌雄識別に利用可能な DNA マーカーは存在しなかった（未発表）。

そこで本研究では、私たちが見いだした一つの RAPD マーカーであ

る OPAH03-500[18]と現在までに SCAR マーカー化されていない

OPD15-600[12]の SCAR マーカー化を行い、適応範囲の広い、シーベ

リーの雌雄識別マーカーの開発を試みた。その結果、OPD15-600 由

来の SCAR マーカーは私たちが使用している品種（表 1）において

完全に雌雄識別可能なものであった。今回の結果は多くのシーベ

リーの簡便な雌雄識別を可能にする可能性を示唆しており、今後の

シーベリーの育種や果実生産ヘの利用が期待できる。 

２．材料と方法 

(1) 植物材料 

 四カ国で育成された合計 16 のシーベリーの品種を材料として実

験を行った（表 1）。シーベリーの栽培は東京農業大学の厚木キャン

パスにおいて行われた。OPAH03-500 のクローニングには Pollmix、

Botanitseskaja、Prevoskhodnaya、Leikora を、OPD15-600 のクローニ
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図 1. 北海道で栽培されているシーベリー 
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ングには Pollmix と Tolme を用いた。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) DNA 抽出、RAPD-PCR と DNA クローニング 

 5 月に採取した若い葉から DNeasy Plant Maxi Kit (Qiagen) 用いて

各品種の DNA を抽出した。10 ヌクレオチドからなる二つのランダ

ムプライマーOPD15 (5′-CATCCGTGCT-3′) と OPAH03 

(5'-GGTTACTGCC-3') を用いて RAPD-PCR を行った。反応液組成と

反応温度については Persson and Nybom (1998) [12]に準じた。増幅

DNA 断片は 1.4%アガロースゲルを用いた電気泳動に供試した。

DNA の検出にはエチジウムブロマイド溶液（0.5 μg / ml）もしくは

SYBR Safe  DNA Gel  Sta in  (ThermoFisher Scientific)  を用いた。

目的とした DNA 断片はゲルカッターにより切り出し、QIAEXⅡ Gel 

Extraction Kit (Qiagen) を用いてマニュアルに従って抽出を行った。

抽出した DNA 断片は電気泳動により DNA 断片長と濃度の確認を

行った後、TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (ThermoFisher 

Scientific) を用いてマニュアルに従ってクローニングを行った。こ

の際の無菌操作と大腸菌の培養に、2019 年度工学研究所共同研究の

助成を受けて購入したクリーンベンチと小型恒温振とう培養器を使

用した（図 2）。 

(3) コロニーPCR、プラスミド抽出と塩基配列の決定 

 プラスミドベクターに組込まれた DNA 断片の長さをコロニー

PCR によって確認した。コロニーPCR には EmeraldAmp PCR Master 

Mix (Takara) を用いた。サーマルサイクラーの設定は、94°C・5 分

間熱解離した後、98°C・10 秒間、55°C・30 秒間、72°C・45 秒間を 30

サイクル行った後に、72°C・5 分間伸長反応とした。目的の DNA 断

片が導入されていると考えられたコロニーから QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen) を用いてマニュアルに従ってプラスミドを抽

出し、電気泳動による確認と濃度測定を行った。プラスミドに挿入

された DNA 断片の塩基配列は、各品種 8 クローンずつジデオキシ

法[16]により両鎖とも決定された。 

(4) プライマーの設計、PCR と増幅 DNA 断片の電気泳動 

 決定された各クローンの両鎖の塩基配列は GeneStudio Pro を用い

てアセンブルを行った。品種ごとに ClastalW[19]を用いて比較し、塩

基配列の確認を行った。得られた塩基配列をもとに、Primer3[20] [21]

を用いて、フォワードプライマー5 種類とリバーズプライマー5 種類

を設計した。サーマルサイクラーは様々な温度設定で PCR を実施し

た。PCR には二種類の DNA ポリメラーゼ、Taq DNA Polymerase with 

Standard Taq Buffer（New England BioLabs）と Tks Gfle DNA 

polymerase (Takara)を用いた。増幅 DNA 断片は 2%アガロースゲルを

用いて行い、SYBR Safe  DNA Gel  Sta in によって染色し、観

察を行った。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．結果と考察 

(1) OPAH03-500 

 OPAH03-500 はフィンランドで育成された品種を除くメスに特異

的な RAPD マーカーとして見いだされた（図 3）。 

 Botanitseskaja、Prevoskhodnaya、Leikora の三つのメス品種につい

て OPAH03-500 をクローニングした。エチジウムブロマイド溶液よ

りも検出感度の高い DNA 染色試薬である SYBR Safe  DNA Ge l  

Sta in を用いたところ、OPAH03-500 はわずかにオス品種でも検出で

きるようになった。さらにオス品種 Pollmix においても OPAH03-500

をクローニングした。塩基配列を決定した。正確な DNA 断片長は

492 bp であった。メス品種とオス品種間で塩基配列の比較を行った

ところ違いが存在しなかった。このことから、OPAH03 がアニーリ

ングする部位に特異的な雌雄間の塩基配列の差異が存在するものと

考えられた。そこで、OPAH03 の SCAR マーカー化は不可能と考え

られたので、これ以降の実験は行わなかった。 

 

(A)

(B)

図 2．2019 年度工学研究所共同研究の助成を受けて購入 

した機器 (A)クリーンベンチ  (B)小型恒温振とう培養器 
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(2) OPD15-600 

 オス品種の Pollmix において見いだされたオス特異的 RAPD マー

カーの OPD15-600 であるが[12]、今回用いた品種においては、Pollmix

以外に Tolme においても検出された。そこで、この二つの品種で検

出される OPD15-600 の塩基配列を決定した。両者の塩基配列は全く

同じで、正確な DNA 断片長は 603 bp であった。決定した塩基配列

をもとに、フォワードプライマー5 種類とリバーズプライマー5 種類

を設計した。これらを用いた PCR を行ったところ、用いた全品種に

おいて DNA の増幅が認められる場合や、オス品種に明瞭な DNA の

増幅が認められるものの、一部のメス品種にもわずかに DNA の増

幅が検出される場合などがあった（図 4）。 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 一方、用いたオスの全品種で DNA の増幅が認められるが、用い

たメス品種の全品種において DNA の増幅が検出されなかったプラ

イマー組み合わせも複数存在した。OPD15-600 は Pollmix と Tolme

にのみ検出される RAPD マーカーであったが、新しい SCAR-マー

カーは Tarmo と Rudolf においても検出可能となった。今回のこれら

のプライマー組み合わせによる PCR によって、OPD15-600 の SCAR

マーカー化は成功に至ったこととなる。今回開発された SCAR マー

カーはシーベリーの品種改良や栽培へ貢献できる可能性がある。今

後、さらに多くの品種群や交配後代の雌雄が分離している集団を用

いて、今回開発された SCAR マーカーの有効性を詳細に検証してい

く必要がある。 

 Mangla et al. (2019) は西ヒマラヤに分布する H. rhamnoides ssp. 

turkestanica において、花の器官の観察から雌雄分化が完全ではない

との観察と雌雄識別 DNA マーカー周辺のゲノム構造が雌雄間で大

きく異なるわけではないことから、シーベリーの性分化は最近起

こったものと考えられることを報告している [22]。OPAH03-500 と

OPD15-600 の塩基配列を決定した今回の結果はこの報告を指示する

ものであり、雌雄識別 DNA マーカーの開発が困難なことを意味し

ている。シーベリーの性分化が最近起こり、今も分化が進行中であ

ると考えられることは、同時にシーベリーが性分化機構のモデルと

なる可能性が考えられ、大変興味深い研究対象であることを意味し

ている[22]。次世代シーケンサーを用いたゲノム解読から得られたコ

ンティグのスクリーニングに本研究で開発された SCAR マーカーを

用いるなど、今回の研究結果はシーベリーの品種改良や栽培の助け

となるだけでなく、シーベリーの性分化機構の解明においても一助

となる可能性がある。 
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