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Cyclamen spp.の RAPDおよび ISSR
マーカーによる類縁関係の評価

和久井健司*・岡部慎也**・小松憲治*・丹羽克昌**・藤垣順三***
（平成 24 年 8 月 22 日受付/平成 24 年 10 月 19 日受理）

要約：RAPD および ISSR 法により，シクラメン（Cyclamen）属内における種および個体間の遺伝的変異を
評価し，類縁関係を推定した。シクラメン属野生種（C. persicum, C. coum, C.purpurascens, C. africanum, 
C. hederifolium, C. graecum および C. rohlfsianum）および園芸品種（C. persicum cv. カールソ，ネオゴー
ルデンガール）の計 7 種 24 個体について，17 種のランダムプライマーおよび 11 種の ISSR プライマーを用
いた多型解析の結果，453 のバンドが検出され，全てのバンドで多型がみられた。そのうち，55 のバンドは
種特異的であった。多型データに基づく AMOVA 解析の結果，遺伝的変異は種内と比べて種間で大きく，
種の分化が明確に示された。同データによる数量化理論Ⅲ類より 7 種は 4 つのグループに分けられた。そこ
で，野生種のみのデータを用いた UPGMA 法によるクラスター解析を行った結果，7 種は 3 つのクラスター
を構成し，シクラメン属内の亜属を Psilanthum, Gryophoebe, Cyclamen および Eucosme とする，既報の
分類仮説と一致した。本研究は，RAPD および ISSR マーカーを用いてシクラメン属内の類縁関係を示した
最初の報告であり，これらマーカーによるシクラメン種の識別の可能性を示唆した。
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緒　　　　言

　シクラメン（Cyclamen）は，サクラソウ科シクラメン属
に属し，塊茎を持つ多年草植物で，地中海沿岸を中心に自
生しており，地理的分布が限られていることから，共通し
た形態的，生態的特徴を有している1, 2）。野生種は 20 種程度
存在し，その中には芳香性のもつもの（C. purpurascens, C. 
pseudibericum 等），耐寒性のもの（C. coum 等），花弁基部
に突起があるもの（C. africanum 等），葉型が変わってい
るもの（C. rohlfsianum），花色が花弁先端に向かって濃
くなるもの（C. libanoticum）などがみられる1）。
　日本では冬季に花を咲かせることから人気が高く，国内
では 200 ha を超える面積で栽培され，年間 2000 万鉢が出
荷されている3）。シクラメンは自殖弱勢が顕著であるため，
早くから F1 育種が進められ，1965 年にサカタ種苗より複
輪種が最初に発表された4）。さらに，耐暑性，耐寒性，芳
香性や花色についても改良が進められてきた2, 4）。現在栽
培されているシクラメンは，地中海東部原産の原種（C. 
persicum）が改良されてできた品種であるが5），近年では
園芸種だけでなく野生種（C. persicum）も「原種シクラ
メン」として人気が高まり市場に出回るようになると同時
に，C. hederifolium, C. coum など他の野生種も流通する
ようになった。さらに，胚培養により園芸種と野生種によ

る種間雑種も作出され6），シクラメンの遺伝的多様性が増
している。その一方，これまでにシクラメンの遺伝的な評
価に関する研究はほとんど行われていない。
　DNA 多型を利用した類縁関係の解析や品種識別が種々
の植物で行われている7, 8）。特にRAPD（Random Amplified 
Polymorphic DNA）法は，ゲノム中の任意の DNA 部分
を増幅することを前提として考案され9），その手軽さから
数多くの植物の品種および系統の識別，系統分類などに用
いられてきた10-14）。同様に ISSR（Inter Simple Sequence 
Repeat）も RAPD マーカーと同様の取り扱いで，ゲノム内
の SSR（Simple sequence repeat）間領域を増幅すること
ができ，RAPD と共に事前にゲノムの DNA 配列情報を必
要とすることなく，市販のプライマーセットで研究に取り
掛かることができため，比較的低コストな手法として多型
解析に利用されている15, 16）。
　シクラメンの系統分類は，これまで形態および生態的要
因や染色体数に基づいて，亜属の分類が行われてきた17, 18）。
現在までにシクラメン属を 4 亜属とする 2 つの報告がなさ
れており，一方は，先に提唱されたPsilanthum, Gryophoebe, 
Cyclamen および Eucosme 亜属とする説であり17），他方は，
Psilanthum, Gryophoebe, Cyclamen および Persicum 亜属
とする説である1）。両説で大きく異なる点は，前者の分類の
Eucosme 亜属（C. persicum, C. graecum および C. rohlfsianum
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を含む）のほとんどの種を後者の分類では Cyclamen 亜属
に含め，C. persicum を Persicum 亜属として分けているこ
とである。こうした現状において，DNA マーカーを用い
た系統分類は，5.8S リボソーム遺伝子および ITS（Internal 
Transcribed Spacer）領域の多型解析に基づく報告のみで
あり，ほとんどなされていない19）。
　そこで，本研究では国内で遺伝的多様性が高まるシクラ
メンについて，種の識別や遺伝的評価を可能にすることを
将来的な目標とし，シクラメン属 7 種を供試し，RAPD お
よび ISSR 法を用いて種内・間の遺伝的変異を検出し，種
の類縁関係を評価した。

材料および方法

　供試材料として，東京農業大学短期大学部生物生産技術
学科植物資源利用学研究室で保存の，シクラメン属野生種
C. persicum, C. coum, C. purpurascens, C. africanum, C. 
hederifolium, C. graecum, C. rohlfsianum および園芸品
種 C. persicum cv. カールソ，ネオゴールデンガールの計
7 種 24 個体を用いた。
　全 DNA の抽出は，各系統の葉片 0.1 g（新鮮重）を液体窒
素中で凍結粉砕し，ISOPLANT Ⅱ（ニッポンジーン）の抽
出キットを用いて行った。これを 10 ng/μl の濃度とし，鋳
型 DNA として用いた。PCR 反応液は鋳型 DNA 2 μl, 10x
バッファー 2 μl, dNTP ミクスチャー 1.6 μl, 滅菌水 13.3 μl, 
プライマー 1 μl, DNA ポリメラーゼ（TaKaRa Ex Taq）0.5
ユニットを含む合計 20 μl とした。プライマーは，ランダム
プライマーである OPA01～20（Operon Co.）及び ISSR プ
ライマーである UBC801～900（The University of British 
Columbia）で予備実験をし，明瞭なバンドが得られた計 28
プライマーを用いた（Table 1）。PCR サイクルは，ランダ
ムプライマーを用いた場合，熱変性 94℃ 1 分，アニーリ
ング 38℃ 1 分，伸長 72℃ 1 分を 1 サイクルとして 35 サイ
クル行った。一方，ISSR プライマーを用いた場合，熱変
性 94℃ 30 秒，アニーリング 53℃ 1 分，伸長 72℃ 2 分を 1
サイクルとして 35 サイクル行った。なお，PCR には PTC-
100（MJ Research Inc.）を用いた。反応終了後，PCR 増幅
産物 4 μl を 1.5％アガロースゲル電気泳動法にて分離し，
エチジウムブロマイドで 15 分間染色した後，UV 照射下
で撮影をした。なお，上記の実験は 3 回反復した。
　多型を示した明瞭なバンドについてのみ，その有無に基
づいて，1-0 データマトリックスを作成した。それをもと
に各種間及び種内の遺伝的多様度を求めるため，アプリ
ケーションソフト GenAlEx620） を用いて，AMOVA 解析

（Analysis of Molecular Variance）を行った。得られた分散
成分は 999 回のランダムパーミュテーションテストで検定
した。さらに，各個体間のユークリッド距離に基づいて数
量化理論Ⅲ類21） を行うとともに，UPGMA 法（unweighted 
pair-group method with arithmetic mean）により系統樹
を作成した。

結果および考察

　供試したシクラメン 7 種において，17 個のランダムプ

ライマーと，11 個の ISSR プライマーを用いて PCR を行っ
た結果，すべてのプライマーで合計 453 個の増幅断片が得
られた（Table 1）。検出された断片のすべてが多型を示し，
プライマー当たりの多型バンド数の平均は 16.3 個であっ
た。
　検出されたバンドの多型性により，各種内の個体間に遺
伝的な差異がみられた一方，各種の個体に共通してみられ
る種特異的バンドが検出された（Fig. 1）。用いたプライマー
28 個のうち，23 プライマーで種特異的なバンドが計 55 個
検出された（Table 1）。
　この多型データに基づいた AMOVA により，遺伝的な
分散を解析した結果，種間の分散成分が全分散の 68.5％を
占めており，種内の値（31.5％）よりも有意（p＜0.01）に高
かった。このことは，シクラメン属内で明確な種分化が生
じていることを示している（Table 2）。
　検出された多型データをもとに数量化理論Ⅲ類を用い
て，各種間の類縁性を調査した。その結果，各個体が種ご
とにまとまり，種の違いが明確に位置づけられた（Fig. 2）。
第1軸に沿ってC. persicumとそれ以外の種で大きく別れ，
C. persicum では原種と園芸品種の個体群が明確に分かれ

Table 1　 Sequence of primers employed and the 
number of scored total and polymorphic 
bands based on RAPD and ISSR analyses.



263Cyclamen spp. の RAPD および ISSR マーカーによる類縁関係の評価

遺伝的に区別された。第 2 軸の方向には C. persicum 以外
の種が展開した。C. graecum および C. rohlfsianum, 並び
に C. africanum, C. hederifolium および C. purpurascens
がそれぞれ比較的近くに位置づけられた。その一方，C. 
coum は特に離れて位置づけられた。
　野生種間における類縁性を評価するため，C. persicum の

園芸品種を除いたデータを用いてクラスター解析を行った
（Fig. 3）。その結果，C. coum を除き，大きく 2 つのグルー
プに分かれた。一方は，C. persicum, C. rohlfsianum および
C. graecumからなり，他方はC. africanum, C. hederifolium
および C. purpurascens からなった。前者のグループは，C. 
persicum と C. graecum から成るクラスターに C. rohlfsia-     

Fig. 1　RAPD banding patterns produced by OPA-11 (A) and UBC-808 (B) with individual samples of 
Cyclamen seven species.  The arrow shows the specific band for each species. M is a 100 bp 
ladder DNA.  C. per. (c) : C. persicum cv. Carlso, C. per. (n) : C. persicum cv. Neo-golden-girl, 
C. cou. : C. coum, C. pur. : C. purpurascens, C. afr. : C. africanum, C. hed. : C. hederifolium, C. 
gra. : C. graecum, C. roh. : C. rohlfsianum.

Table 2　 Analysis of molecular variance (AMOVA) for RAPD data sets showing the variation 
apportioned among and within species.

Fig. 2　Quantification theory (Suryoka) III based on polymorphic data of seven species of Cyclamen by 
using RAPD and ISSR markers.
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numが繋がった。一方，後者のグループはC. hederifolium
と C. purpurascens から成るクラスターに C. africanum
が繋がって構成された。本研究では，Psilanthum 亜属と
される種は供試していないものの，用いた種におけるクラ
スターの構成は，シクラメン属をPsilanthum, Gryophoebe, 
Cyclamen および Eucosme の 4 亜属とする説を支持する
結果となった。すなわち，C. persicum は独立してクラス
ターを形成することなく，C. rohlfsianum および C. grae-     
cum と共にまとまる一方，C. africanum, C. hederifolium
および C. purpurascens の 3 種は一つのクラスターを形成
し，各クラスターを構成する種が，それぞれ Eucosme 亜
属および Cyclamen 亜属とする Anderberg（1994）の説と
一致した。さらに C. coum は他の種から離れて位置づけ
られ，Gryophoebe 亜属として別亜属とすることが相当な
結果であった。また，本結果は 5.8S リボソーム遺伝子お
よび ITS 領域の多型解析に基づく結果とも一致した19）。C. 
persicum, C. graecum および C. rohlfsianum の染色体数
は，それぞれ 2n＝48，84 および 96 であり，基本染色体数
x＝12 の倍数種からなる亜属（Eucosme）として位置づけ
ることができる1, 19）。一方，C. hederifolium と C. purpura-     
scens はともに 2n＝34 であり，C. africanum は 2n＝34 ま
たは 68 であり，x＝17 の倍数種からなる亜属（Cyclamen）
としてまとまる。他方，C. coum は 2n＝30（x＝15）として，
両亜属の種とはさらにことなる染色体構成であるというこ
とも，本クラスター解析で形成されたグループの結果を支
持している。
　以上のことから，RAPD および ISSR 法により，シクラ
メン属の種の類縁関係を推定できることが示された。特に
5.8S リボソーム遺伝子および ITS 領域の多型解析に基づ
く結果と一致したこのことは，RAPDおよびISSRマーカー

による種の遺伝的評価の有効性を示している。このことは，
本研究で得られた種特異的なマーカーの有効性を示唆する
ものでもある。種間交雑などにより遺伝的多様性が増して
いるシクラメンにおいては，将来的に雑種の遺伝的評価の
重要性が増すものと考えられる。すなわち，種を簡便に識
別することが可能となれば，作出した個体や系統における
雑種性の確認のみならず，系統の保護や維持・管理の点に
おいても有効となる。特に，RAPD および ISSR 法は安価
に，且つ手軽に行うことができることから利便性が高いと
いえる。本研究で得られた種特異的マーカーの実用性をさ
らに高めるため，現在，マーカーの STS（sequence tag 
site）化を試みている。
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Summary：Random amplified polymorphic DNA (RAPD) and inter simple sequence repeat (ISSR) 
techniques were employed to estimate the genetic variation and relationship among and within species in 
seven species of Cyclamen.  453 bands were scored by 17 random primers and 11 ISSR primers used for 
analysis, with all bands (100%) being polymorphic and 55 bands specific for a species.  Based on the 
polymorphic data, the among-species variation was larger than the within-species variation.  Quantification 
theory (Suryoka) III showed that seven species were divided into four separate groups.  Furthermore, 
unweighted pair-group method with arithmetic mean (UPGMA) analysis based on the data of only wild 
species formed three subclusters, which agreed with one of the hypotheses classified within Cyclamen 
genus.  Our results indicate, for the first time, the genetic relationships within Cyclamen genus following 
the application of a RARD and ISSR marker, and the efficacy of RAPD and ISSR markers to distinguish 
species in Cyclamen.

Key words：Cyclamen, Random amplified polymorphic DNA (RAPD), Inter simple sequence repeat (ISSR)
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