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要旨 
 
 植物の葉は植物の形態を特徴づけている器官であり、特に野菜類は人為的選択等によって近縁であ
っても葉の形態が大きく異なる事がある。京野菜であるミズナとミブナ (Brassica rapa L. subsp. 
nipposinica L. H. Bailey) は近縁でありながら葉形が大きく異なることが知られており、ミズナは特
徴的な鋸歯を持つ葉を有している一方で、ミブナは単純なへら型の葉を有している。これだけ形態が
異なるものの、ミブナはミズナの栽培過程で生じたと考えられており、同一種内の異なる品種という
関係であり交配が可能である。本研究では、このミズナとミブナの形態の多様性について、遺伝的背
景の解明を試みた。また、ミズナとミブナは日本で古くから栽培されている伝統野菜であり、古い農
学書や本草書などにも記録が多く残されている。そこで、江戸時代から明治時代までに書かれた文献
を中心に、ミズナとミブナの来歴や葉形変異の推移について網羅的に調査し、ミズナとミブナの形態
の多様性について文化的な側面からも明らかにすることを目指した。 
 第1章では、ミズナとミブナの葉形変異の遺伝的背景について報告する。ミズナとミブナを交配す
ると、その F1世代の葉は中間形質を示した。この F1世代を自家受粉させて得た F2世代の葉形は、複
雑なものから単純なものまで、様々な形態を示した。これは、ミズナとミブナの葉形の多様性は複数
の遺伝子座が寄与している量的形質であることを示しており、quantitative traits loci (QTL) 解析に
よって原因遺伝子が特定できると考えられた。本研究では、QTL解析に必要な連鎖地図の作成のため
にRNA-seqを行い、ミズナおよびミブナ間でのSNPsを検出してCAPSマーカーを作成した。また、
次世代シークエンス技術であるrestriction site-associated DNA sequencing (RAD-seq) も行い、
より詳細な連鎖地図の作成を行った。葉の形態の定量法としては、葉の形態の複雑さ、葉の先端の鋸
歯の高さ、ローブの深さ、という3つの指標を用いた。F2世代の葉の形態をこの3つの指標で定量化
し、作成したマーカーでジェノタイピングすることでQTL解析を行った。解析の結果、葉の形態の複
雑さにおいては6、7、9、10番染色体に、先端の鋸歯の高さについては6、7、9番染色体に、ロー
ブの深さについては 10 番染色体にQTL が見られた。さらに、葉の形態の複雑さに見られる 3 つの
QTLは、先端の鋸歯に寄与する2つのQTLおよび、ローブの深さに見られる1つのQTLとに一致し
た。このことから、葉の形態の複雑さは、鋸歯の高さとローブの深さという2つの要素で説明できる
ことが分かり、鋸歯の高さを決定する遺伝子座を3箇所、ローブの深さを決定する遺伝子座を1箇所
特定することができた。QTLに座乗する遺伝子についてはRNA-seqにより発現量を測定し、候補遺
伝子を推定した。葉形への寄与率が特に高かった7番および10番染色体の候補遺伝子については、
ミズナおよびミブナ間での配列の比較を行った。 
 第2章では、ミズナおよびミブナ間に見られるトライコーム数の差異に関わる原因遺伝子の単離に
ついて報告する。ミズナとミブナの葉を観察した結果、ミブナの葉の表面には多数のトライコームが
見られる一方、ミズナにはほとんど見られないことが分かった。これらの違いに関してもQTL解析を
行った結果、9番染色体に寄与率が非常に大きいQTL が見つかった。このQTL について解析を行っ
た結果、GLABRA1 (GL1) の相同遺伝子が、ミズナとミブナのトライコーム数の違いに関する原因遺
伝子として特定できた。 
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 第3章では、ミズナとミブナの来歴と葉形変異の推移について、江戸時代から明治時代にかけての
文献を中心に行った調査の結果について報告する。農学書や本草書などの文献におけるミズナ及びミ
ブナの葉形、あるいは形態に関する記述を網羅的に調査した結果、丸い葉のミブナが誕生したのは
1800 年代中頃と推察できた。さらに、丸い葉のミブナが誕生した原因は、ミズナとカブ類とが交雑
したことがきっかけであったと推察された。 
 これを受けて第4章では、カブ類の遺伝的解析を行った。主に近畿圏で栽培されているカブ類を対
象にして、第1章で同定された葉形の決定に関わるQTL付近のマーカーを用いてジェノタイピングを
行った結果、特に６番染色体のQTL付近において、カブ類はミブナ型の遺伝子型を有している場合が
多いことが分かった。これは、カブ類がミブナの誕生に関わっていた可能性を示唆している。 
 本研究では、遺伝的解析をもとにミズナとミブナにおける形態の多様性の遺伝的背景を明らかにす
ることができた。また、農学書や本草書などの記録からミズナとミブナの来歴を明らかにし、葉の形
態が変化した年代を特定した。栽培植物の育種に伴う形質変化について、遺伝的背景と歴史的な背景
を合わせて明らかにした例は珍しく、本研究により得られた知見は、生命科学のみならず人文科学的
にも意義が大きいと考えられる。  



 6 

略語一覧 
 
AFLP amplified fragment length polymorphism 
AS ASYMMETRIC LEAVES 
Aux/IAA Auxin/indole-3-acetic acid 
B. carinata Brassica carinata 
B. juncea Brassica juncea 
B. napus Brassica napus 
B. nigra Brassica nigra 
B. oleracea Brassica oleracea 
B. rapa Brassica rapa 
bHLH basic helix loop helix 
BLAST basic local alignment search tool 
BLH Bel1-like homeodomain 
bp base pair 
BP BREVIPEDICELLUS  
CIM composite interval mapping 
CIN CINCINNATA  
CPC CAPRICE  
cpm Counts per million 
CTAB cetyl trimethyl ammonium bromide 
CUC CUP SHAPED COTYLEDON  
CYC CYCLOLOIDEA  
DI Dissection Index 
DNA deoxyribonucleic acid 
e entire  
EGL ENHANCER OF GLABRA 
EPFL EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-LIKE 
ER ERECTA  
ETC ENHANCER OF TRY AND CPC 
FIL FILAMENTOUS FLOWER 
FLC Flowering Locus C 
GA Gibberellin 
GA20ox3 gibberellin 20-oxidase 3 
GL GLABRA 
HD-ZIP III Class III Homeodomain Leucine Zipper 



 7 

KAN KANADI  
KNAT Kn1-like in Arabidopsis thaliana 
KNOX KNOTTED1-like 
LG linkage grooup 
LOD Logarithm of odds 
MAW MAEWEST 
Mb mega base 
miR micro RNA 
PCF PROLIFERATING CELL FACTORS 
PCR polymerase chain reaction 
PHB PHABULOSA 
PHV PHAVOLUTA 
PIN PINFORMED 
QTL quantitative traits loci 
RAD-seq restriction site-associated DNA sequencing 
RAPD random amplified polymorphic DNA 
RCO REDUCED COMPLEXITY 
REV REVOLUTA 
RNA ribonucleic acid 
RNA-seq RNA sequencing 
SAM shoot apical meristem 
SAW Sawtooth  
SSR simple sequence repeat 
STM SHOOT MERISTEMLESS 
TBL TRICHOME BIREFRINGENCE-like 
TBR TRICHOME BIREFRINGENC 
TCL TRICHOMELESS 
TRY TRIPTYCHON  
TTG1 TRANSPARENT TESTA GLABRA 
WOX WUSCHEL related homeobox  
YAB YABBY  
ZFP Zinc finger protein 
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総合序論 
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 生物の形態の多様性がどのように生じたのかを明らかにすることは、生物学の命題の一つである。
生物の一つの分類群である植物では、葉の形がその植物の形態をもっとも特徴づけていると言える。
植物の葉は葉身、葉柄、葉脈などの部分を持ち、それらの大きさや配置パターンによって様々な形態
を示す。その中でも最も基本的な構成要素である葉身は、先端、脚部、葉縁などが様々な形態を示し、
多様な形態が生じている。葉は植物の光合成器官であるため、その形態や配列の仕方は、日照条件、
平均気温、降雨量などの環境条件によって様々に進化・多様化してきたと考えられる。環境適応の他
にも、育種のために有用な形質を残すため、あるいは観葉植物として利用するためなど、人為的に選
択されることでも多様化が生じたと考えられる。 
 人為選択による形態の多様化が顕著なものとして、野菜類が挙げられる。野菜類などの栽培植物は、
育種などの過程で人為的に選択されることで、品種間・変種間などの比較的近縁なものの間でも大き
な形態の差異が見られることが多い。野菜類の葉の形態の多様性を解析することは、自然に見られる
葉の形態の多様性を解析するモデルケースとして利用できる他、育種の歴史を明らかにするという点
でも重要である。 
 本研究では、葉の形態の多様性を解析するためのモデルケースとして、京都の伝統野菜であるミズ
ナとミブナ (Brassica rapa L. subsp. nipposinica L. H. Bailey) に注目した (Artemyeva et al., 
2011)。ミズナは特徴的な鋸歯のある葉縁を有している一方で、ミブナは単純な丸い葉を有している 
(Fig. 1)。これらの葉の形態は全く異なるが、互いに同一種内の異なる品種の関係で交配が可能である。
現在でもミズナとミブナの両方を指して「ミズナ」と称されることがあり、区別が必要な際には「丸
葉水菜」という呼称も使用される (菊池, 2006)。これは、ミズナとミブナが互いに近い関係にあるこ
とを反映していると考えられる。ミズナとミブナの葉の形態の多様性における遺伝的背景が明らかに
なれば、ミズナの葉の鋸歯のような特徴的な形の形態形成メカニズムが明らかになると期待できる。 
 ミズナおよびミブナが属するBrassica属 (アブラナ属) は、世界中で栽培されている野菜類の中で
重要な属のひとつあり、多くの研究がなされている。二倍体の Brassica 属には Brassica rapa (B. 
rapa; n=10)、Brassica nigra (B. nigra; クロガラシ; n=8)、Brassica oleracea (B. oleracea; キャ
ベツ; n=9) の3つが知られており、これらはシロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) から分岐する
際に6倍体化したことが知られている (Lysak et al., 2005; Town et al., 2006)。また、複二倍体の
Brassica属としてBrassica juncea (B. juncea; カラシナ; n=18)、Brassica napus (B. napus; セ
イヨウアブラナ; n=19)、Brassica carinata (B. carinata; アビシニアガラシ; n=17) が知られており、
それぞれB. rapaとB. nigra、B. rapaとB. oleracea、B. nigraとB. oleraceaが交配することによ
って誕生したことが知られている (U, 1935)。ミズナおよびミブナが属するB. rapaは特に東アジア
においてもっとも重要な野菜のひとつで、作物として様々に利用されている。例えば葉菜類として利
用されるハクサイやチンゲンサイ、根菜類として利用されるカブ類、食用油として利用されるオイル
シードなどはすべてB. rapaに含まれ、このような多様性は育種によって人為的に生じたと考えられ
る。こういった作物としての有用性から、B. rapaは多くの研究者が注目しており、既にB. rapa ssp. 
pekinensis (ハクサイ) のゲノム配列が明らかにされている (Wang et al., 2011)。また、分子マーカ
ーも多数開発されており、amplified fragment length polymorphism (AFLP)、random amplified 
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polymorphic DNA (RAPD)、 simple sequence repeat (SSR) マーカーなどを用いた解析や
quantitative traits loci (QTL) 解析が多数行われている (Suwabe et al., 2002; Lowe et al., 2004; 
Suwabe et al., 2004; Tsuro et al., 2005; Suwabe et al., 2006; Choi et al., 2007; Ling et al., 
2007; Kim et al., 2009)。QTLとは量的形質座位のことで、ヒトの身長やイネの収量など、数や量で
計測される形質に寄与する遺伝子座位のことをいう。B. rapaに関するQTL解析の先行研究では、3
つの異なる集団を用いたQTL解析の結果から、花芽形成、種子の大きさ、葉の形、根の太さ等に関す
るQTLが29個特定され、花芽形成についてはFlowering Locus C (FLC) のホモログが原因遺伝子
として推定されている (Lou et al., 2007)。他にも、種皮の色とトライコーム形成に寄与する遺伝子
として、TRANSPARENT TESTA GLABRA 1 (TTG1) のホモログが単離されている (Zhang et al., 
2009)。このようにB. rapaについては、QTL解析などによる形質関連遺伝子座の同定や原因遺伝子
の特定に関する研究が多く発表されており、技術的にはミズナやミブナについても同様の手法を適用
することが可能である。よってB. rapaのゲノム情報などの研究基盤を利用し、QTL解析を行うこと
によって、ミズナとミブナの育種による葉の形態変化の遺伝的背景を明らかにできると考えた。 
 本研究ではミズナとミブナの遺伝的解析の他、来歴 (原産地や伝来の過程) の調査も行った。ミズナ
やミブナは、漬け菜 (葉を漬物にして食べる野菜) として日本で古くから栽培されてきたが、来歴につ
いては原産地も含めてほとんど明らかとなっていない。ミズナの来歴については不明な点が多いが、
種皮型に関する研究から、ミズナは日本独特のものであるという説がある (青葉, 1964, 1981, 2013)。
B. rapaにはA型とB型という２つの種皮型があり、種子を水没させた際にゼリーの層が見られる種
子をA型、見られない種子をB型という。ミズナとミブナの種皮型はA型である一方で、中国原産
のカブ類や漬け菜類はB型種皮を有している。このことから、A型種皮は日本で独自に誕生した形質
であると考えられている (青葉, 1964, 1981, 2013)。また、東日本で栽培されているカブ類も、中
国のカブ類同様B型種皮を有しているものが多い (青葉, 1964, 1981, 2013)。日本のカブ類はもと
もと中国またはヨーロッパより渡来してきたことが分かっており、西日本で育てられているA型種皮
を持つカブは、ミズナ (もしくはその原種) との交雑により生じたと考えられている (青葉, 1964, 
1981, 2013)。また、分子系統解析からも、ミズナとミブナは近縁であるが、他のB. rapaとはやや
離れたところに分類されることが示されている (Takuno, et al., 2006)。これらの来歴に関する研究
の結果から、ミズナとミブナは日本独特の野菜であると考えられる。 
 一方で、ミズナ及びミブナは伝統野菜であることから、農耕や出版の技術が発達した江戸時代ごろ
から、比較的多くの記録が残されている。1787 年に刊行された『拾遺都名所図会』にはミブナの栽
培の様子が描かれており、京都の壬生地方の名産であることからミブナ (壬生菜) と呼ばれるという記
述がある。ここには壬生地方におけるミブナの栽培について描かれているが、ここで描かれているミ
ブナの画はミズナのような切れ込みのある葉が描かれている (Fig. 2)。このことから、当時のミブナ
の葉の形態は現在のミズナに近かったと考えられ、現在のミブナのような丸葉がいつ成立したものな
のか明らかにされていなかった。そこで本研究では、ミズナからミブナが分化したといわれている江
戸時代から明治時代の農業書や本草書の記録を調査することで、ミズナとミブナの育種の歴史を明ら
かにすることを試みた。本研究によってミズナとミブナの葉の形態の多様性について、遺伝的解析と
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文献調査の結果の双方を統合してミズナとミブナの育種の歴史を明らかにすることができれば、植物
科学の観点からのみならず、文化的にも大きな意義があると考えられる。 
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Figure 1 ミズナとミブナの形態 

	 4ヶ月育てたミズナ (京みぞれ) (A) とミブナ (京錦) (B) の植物体と、典型的な葉の例 (ミズナ；C、ミ
ブナ；D)。スケールバー；5 cm (A, B)、3 cm (C, D)。 
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Figure 2 拾遺都名所図会	 巻之一	 「壬生隼社」 1787年 (早稲田大学古典籍総合データーベース) 
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第 1章 
ミズナとミブナの葉の形態の多様性の解析	 
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1-1. 序論 
 
 植物の葉は、多分化能を持つ細胞群である茎頂分裂組織 (shoot apical meristem; SAM) から分化
する器官であり、開始 (initiation)、形態形成 (morphogenesis)、分化 (differentiation) の 3 つの
段階によって形成される (Dengler and Tsukaya, 2001)。葉の形成に関するメカニズムについては、
モデル植物であるシロイヌナズナを用いた研究から様々な報告がある。まず、葉が分化する茎頂分裂
組織においては、植物で初めて単離されたClass I ホメオボックスタンパク質であるKNOTTED1-like 
(KNOX) が発現している (Chuck et al., 1996)。KNOXは茎頂分裂組織を維持する機能があり、MYB
ドメインタンパク質であるASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) によって発現が抑制されることで、茎
頂のみに発現が制限されている (Tsiantis et al., 1999; Byrne et al., 2000)。AS1の補因子としては
AS2が知られており、これらはヘテロダイマーを形成することで機能する (Ori et al., 2000; Xu et al., 
2003)。Class I KNOXは強発現または異所的な発現をすることによって葉の形態が複雑化すること
が知られており (Chuck et al., 1996)、シロイヌナズナではSHOOT MERISTEMLESS (STM) 、
BREVIPEDICELLUS (BP) 、Kn1-like in Arabidopsis thaliana 2 (KNAT2) 、KNAT６という4つ
のClass I KNOXが報告されている (Hay and Tsiantis, 2010)。KNOXはTALEホメオドメインを
有しており、同じくTALEドメインを有しているBel1-like homeodomain (BLH)と直接結合する。
BLHはMEINOXドメインを介してKNOXと直接結合して核内に局在させる機能を持ち、シロイヌナ
ズナのBLHであるSAWTOOTH 1, 2 (SAW1, 2) が両方欠損すると葉の形態が複雑化することが知
られている (Smith et al., 2002; Kumar et al., 2007)。 
 茎頂から葉が分化する際には、茎頂のある領域にオーキシンが限局し、そこから葉が分化する。こ
のオーキシンの局在は、PINFORMED1 (PIN1) という膜輸送タンパク質によって生じる (Hay et al., 
2006)。PIN はオーキシン輸送体で、細胞群の特定の一面だけに発現してオーキシンを排出すること
で、組織内でオーキシンが一方向に輸送される。続いて起こる葉の形態形成においても、オーキシン
関連遺伝子が寄与することが知られている。例えば、葉の形態形成には葉の縁における伸長が重要な
要素であり、ここでも PIN タンパク質とオーキシンが機能することが知られている。PIN1 は葉の縁
に沿って発現することでオーキシンの局在が生じ、その収束地点で鋸歯の形成が起こる (Hay et al., 
2006)。他にもAuxin/indole-3-acetic acid (Aux/IAA) family である IAA9は、オーキシンシグナ
ルの抑制因子として働くと考えられており、トマトのentire (e) 変異体では IAA9の欠損により葉の
形態が単純化する (Wang et al., 2005)。 
 葉の形態形成には、オーキシン以外の植物ホルモンも寄与している。トマトを用いた研究から、ジ
ベレリンは葉の成熟速度を早め、葉の形態をより単純な形にすることが知られている (Hay et al., 
2002)。また、半水生植物であるRorippa aquaticaでは、形成する葉の形態が温度によって変化す
ることが知られており、25℃で育てた場合では単純な葉を形成する一方で、20℃では複雑な葉を形成
する。しかし、ジベレリンを添加して育てると、20℃で生育させても単純な葉を形成することが知ら
れている (Nakayama et al., 2014)。 
 このように、葉の形態形成に寄与する遺伝子や因子は多く報告されているが、自然に見られる形態
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の多様性に関して遺伝的背景を解明した例は少ない。形態形成に関する研究はシロイヌナズナなどの
モデル植物を用いた研究に集中しており、多様な植物を対象にした研究は、あまり行われていないこ
とが原因である。自然に見られる植物の形態の多様性の研究としては、トマトの葉の研究がある。ト
マト属であるSolanum cheesmaniae は、近縁種であるS. galapagense と比較して単純な葉を有
している。この多様性は、PETROSELINUM / TOMATO KNOX-LIKE HOMEODOMAIN PROTEIN 
1 (PTS/TDK1) という遺伝子に起因している。S. galapagense ではPTS/TDK1の上流配列が一塩
基欠失しており、これによって発現量が増加している。PTS/TDK1 はKNOXと競合してBLHと結
合し、BLHの発現を増幅させることによって葉の形態を複雑化すると考えられている (Kimura et al., 
2008)。また、シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) は単純な葉を有しているが、近縁種である
Cardamine hirsutaは複葉を有している。この形態の多様性にはREDUCED COMPLEXITY (RCO) 
ホメオドメインタンパク質という、小葉の間における葉の伸長を抑制する機能を有する因子が寄与し
ていることが知られている。このRCOはLATE MERISTEM IDENTITY 1 (LMI1) のホモログである
ことが知られており、アブラナ科の祖先がシロイヌナズナから分岐して二倍体化した後にシロイヌナ
ズナからは失われたと考えられている (Vlad et al., 2014)。さらに、ワタ (Gossypium hirsutum) の
葉にはOkra leafと呼ばれる葉身が細い品種が知られている。Fine mappingによる解析の結果、Okra 
leafの原因遺伝子は、上述したLMI1のホモログである可能性が高いことが示されている (Zhu et al., 
2016)。 
 ミズナおよびミブナが含まれるB. rapaについても、品種における形態の多様性の解析が行われて
いる。QTL 解析の結果から、ハクサイのような結球した形態をつくるには、TEOSINTE 
BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF (TCP) が寄与していることが明らかになった (Yu et al., 2013; 
Liang et al., 2016)。TCP familyにはCINCINNATA (CIN)、PROLIFERATING CELL FACTORS 
(PCF)、CYCLOLOIDEA (CYC)という3つのグループが知られており、CIN familyはマイクロRNA
であるmiR319によって発現調節されていることが知られている (Martín-Trillo and Cubas, 2010)。
CINは葉の形態形成に寄与していることが知られており、キンギョソウ (Antirrhinum majus) のcin
や、シロイヌナズナの jaw-Dは、それぞれCIN遺伝子の欠損と、miR319 の過剰発現によって、葉
の形態形成に異常が生じることが知られている (Nath et al., 2003; Palatnik et al., 2003)。また、
TCP14, 15 の二重変異体は、シロイヌナズナにおいて葉の形態に寄与することが知られている 
(Kieffer et al., 2011)。TCPは細胞分裂を促進させる機能があり、強く発現することによって葉の縁
の形態やひだの形成に寄与すると考えられている。 
 B. rapaの葉の形態に寄与するQTL解析についても先行研究があり、葉身の深い切り込みによって
形成されるローブの形成には10番染色体のQTLが寄与するという報告がある (Li et al., 2009; Kubo 
et al., 2010)。Li らの 2009 年の研究では、この原因遺伝子として、gibberellin 20-oxidase 3 
(GA20ox3) のホモログがローブの形成に寄与していると報告している (Li et al., 2009)。GA20ox3
は植物ホルモンであるジベレリンの合成に関与する遺伝子で (Hedden and Phillips, 2000)、花芽に
おいて GA20ox1,2 によるフィードバック調節を受けることなどが知られている (Plackett et al., 
2012)。ジベレリンは葉の形態を単純化するため、ジベレリン合成の関連遺伝子は葉の形態の多様性
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におけるローブの形成に重要な機能を有している可能性がある。一方で別の研究では、同じローブに
寄与する10番染色体のQTLの原因遺伝子として、前述したLMI1のホモログを挙げている (Ni et al., 
2014)。LMI1は茎頂を維持する機能を有し、花芽形成にも寄与することが知られている (Saddic et 
al., 2006)。 
 本章では、QTL 解析によりミズナとミブナの葉の形態の違いを決定している染色体領域を検出した。
ミズナとミブナを交配して得られたF2世代について葉の形態を定量し、QTL解析を行った。得られた
QTLに座乗する遺伝子については発現量を解析し、ミズナおよびミブナ間で発現量が異なる遺伝子を
特定した。この中で先行研究より葉の形態形成に関わることが知られている遺伝子のホモログを検索
し、候補遺伝子とした。各候補遺伝子についてはミズナ及びミブナの間で配列の比較を行い、QTL解
析に用いたものとは異なるミズナおよびミブナの品種についても遺伝子型の解析を行うことで、ミズ
ナとミブナの葉形変異の原因遺伝子の特定を目指した。 
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1-2. 方法 
 
1-2-1. 植物の栽培法および葉の形態の定量 
 ミズナ (京みぞれ) とミブナ (京錦) の種子は、タキイ種苗株式会社から購入したものを利用した。
培養土には、くみあいニッピ園芸培養土 1 号 (日本肥料株式会社) を使用し、京都産業大学の温室 
(23℃)で育てた。また、その他のミズナおよびミブナの品種についても、種苗会社から購入したもの
を用いた (Table 1)。 
 花芽形成を誘導するために、3 週間育てた後に春化処理 (40 日、4℃) を行った。ミブナの雌しべ
にミズナの花粉を受粉させてF1世代をつくり、F1世代を自家受粉させることでF2世代を得た。本研究
で用いたF2世代は、母方がミブナ、父方がミズナであるF1世代からつくった。 
 F2世代の植物は、2013年6月22日に55個体の、6月24日に44個体のF2世代の種子を播種
した。ゲノムDNAは本葉から抽出した。さらにRAD-seq 解析のために、82 個体のF2分離集団を
用いた。2014年の6月30日に27個体、7月7日に34個体、7月17日に21個体、それぞれ播
種した。ゲノムDNAはcetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) 法を用いて抽出した (Chen 
et al., 2014)。 
 播種4週間後の植物の本葉について、葉の形態の定量を行った。Dissection Index (DI; 葉の周の長
さ/√葉の面積) は、ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) を用いて算出した。葉の先端の鋸歯につい
ては、葉の先端の鋸歯の幅を、鋸歯の高さで割ることによって定量した。ローブについては、切れ込
みの深さを4段階に分類 (切れ込みが浅ければ1、深ければ4とした) することで形質の定量を行っ
た。全ての定量は、各個体につき3枚の葉に対して行い、平均値を算出した。 
 ジベレリン溶液として、1 mg/mlのジベレリン (協和発酵バイオ) 溶液を2%含んだ、0.01% silwet 
(バイオメディカルサイエンス) 溶液を調製した。ジベレリン溶液は、子葉が形成された植物の茎頂に、
毎日1回ずつ添加した。コントロールには、0.01% silwet溶液を用いた。 
 
1-2-2. RNA-seqによるミズナおよびミブナ間のSNPsの特定とCAPSマーカーの作
成 
 RNAはRNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) を用いて、ミズナとミブナの茎頂と2 mm以下の葉原
基から抽出した。抽出過程のカラム上で、DNaseI 処理も行った。RNA ライブラリは mRNA-Seq 
Sample Prep Kit (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) を用いて作成した。シークエンスはIllumina 
Genome Analyzer IIxで行い、36 bpのリードを読んだ。マッピングはBWA software (ver.0.6.2, 
Default parameters) で 行 っ た 。 リ フ ァ レ ン ス は PlantGDB 
(http://www.plantgdb.org/XGDB/phplib/download.php?GDB=Br) か ら 、 
Brapa_197_cds.fasta をダウンロードして利用した。SNPs は SAMtools (ver.0.1.18, Default 
parameters; Mapping quality ≥ 30; Depth ≥ 10) を用いて検出した。検出したSNPsからは、
CAPS designer (http://solgenomics.net/tools/caps_designer/caps_input.pl) を用いて CAPs
マーカーを設計した。マーカーのサイズが100‒920 bpとなるようにプライマーを設計した。作成し
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たマーカーを (Table 2) に示す。CAPSマーカーを用いたジェノタイピングではPCRは全量10 µl
で行い、0.25 units Taq DNA ポリメラーゼ、 テンプレートDNA (< 1 µg)、 0.5 mM dNTP (Takara 
Bio)、10 mM のプライマーセットで反応を行った。反応液は 2720 Thermal Cycler (Life 
Technologies) を用いて、 95°Cで1分処理後、35サイクルの95°Cで30秒, 60°Cで30秒、72°C
で30秒の処理を行い、最後に72°Cで4分処理した。PCR完了後、各マーカーを制限酵素で処理し、
2%アガロースゲルで電気泳動することで遺伝子型を解析した。 
 
1-2-3. RAD-seqによるミズナおよびミブナ間のSNPsの検出 
 RAD-seqの主なプロトコルは、先行研究を参照した (Kawamura et al., 2016)。解析は2014年
に植えたF2世代82株と、ミズナとミブナ3個体ずつに対して行った。BglIIとEcoRIをゲノムDNA
切断のための制限酵素として用い、各アダプター(BglII, EcoRI)をDNAフラグメントに結合させた。
アダプターとプライマーの配列は (Table 3) に示す。シークエンシングはHiSeq 2500 (Illumina) と 
TruSeq v3 chemistry を用いて行い、Trimmomatic ver.0.32 を前処理に用いた (Bolger et al., 
2014)。Stacksによる解析はデフォルト値 (ref_map.pl) を用いて行い (Catchen et al., 2013)、
リファレンスデータは PlantGDB (http://www.plantgdb.org/) からダウンロードした 
(Brapa_197_cds.fasta)。 
 
1-2-4. 連鎖地図の作成とQTL解析 
 連鎖地図の作成はAntmap (Iwata and Ninomiya, 2006) を用いた。また、QTL解析は、WinQTL 
cartographer ver. 2.5 (Wang et al., 2007) を用いて、composite interval mapping (CIM) 法で
解析した。検定は1000回行い、p = 0.05を閾値とした。 
 
1-2-5. RNA-seqによる遺伝子発現量の解析 
 購入したミズナおよびミブナの種子を、播種後3週間育て、茎頂と3 mm以下の葉原基、4 mm-10 
mmの葉原基、10-20 mmの葉原基、20-50 mmの葉原基をそれぞれ50-100 mg回収し、液体窒
素で凍らせた。凍結サンプルからRNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) を用いて、トータルRNAを抽
出した。抽出したRNAを用いてTruSeq stranded mRNA (illumina) でRNA-seqライブラリを作
成し、NextSeq 500 (Illumina) を用いて76サイクル、シングルエンドで配列決定を行った。得られ
たリードは、PlantGDB (http://www.plantgdb.org/XGDB/phplib/download.php?GDB=Br) から
ダウンロードした Brapa_197_cds.fasta をリファレンスとして用いて、bowtie 
(http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml) でマッピングした。それぞれの遺伝子にマップ
されたリードの数を、HTSeqで抽出してカウントデータを得た (Anders et al. 2015)。その後、EdeR
で発現変動遺伝子を同定した (Robinson et al. 2008)。 
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1-2-6. 各候補遺伝子のPCR解析およびマーカーの作成 
 各遺伝子の配列解析に用いたプライマーを (Table 4) に示す。PCR は BIOTAQ™ DNA 
Polymerase (BIO LINE) を用い、試薬の最適条件で PCR を行った。PCR 産物は電気泳動の後に
LaboPass™ Products (COSMO Genetech) を用いて精製し、ベクターである pGEM®-T Easy 
Vector System I (Promega) に導入した。生成したプラスミドはコンピテントセル (DH5α) に導
入してサブクローニングを行った。プラスミドの精製にはFastGene Plasmid Mini Kit (日本ジェネ
ティクス) を用いた。 
 候補遺伝子として特定できた BrBLH3 と BrTCP21 については、CAPS マーカーを作成した。
BrBLH3 に は  (forward: 5′-GTGAGAGTAACAAGAAGACC-3′; reverse: 
5′-CATCAGCCATTGTTAAGAGC-3′) 、 BrTCP21 に は  (forward: 
5′-TGTAGTCACGCTCCAAATGG-3′; reverse: 5′-AAGGGTCATTAGGTGACAAT-3′) という特異
的プライマーを作成し、PCRを行った。PCR産物に対して、BrBLH3はHaeⅢ (Takara)、BrTCP21
はBspEI (NEB) という制限酵素でそれぞれ処理することで、遺伝子型の解析を行った。PCRおよび
制限酵素処理の条件は、連鎖地図作成時のCAPSマーカーの際と同じ条件で行った。BrTCP15につ
い て は 、 (forward: 5′-GAAGCACAAGTCATCATTCC-3′; reverse: 
5′-AACTCGATCAGAACTCGTGG-3′) という特異的プライマーを用いて、電気泳動による鎖長の比
較によって解析を行った。PCR は、反応液の条件などはCAPS マーカーの作成と同じ条件を用いた
が、サイクル数は 30 サイクルで行った。BrPIN3 と BrLMI1 については それぞれ (forward: 
5′-GGCTAGGGTTTATTCGCTATTC-3′; reverse: 5′- GTATCCCTCAAATACTAATGC -3′) 、
(forward: 5′- ACTCATTGATGCTCATGCCC -3′; reverse: 5′- AATACGTTCCTATGGGCCCG -3′) 
という特異的プライマーを用いてPCRを行い、シークエンシングによる配列解析を行うことで遺伝子
型を特定した。PCRの条件は、CAPSマーカーと同じ条件で行ったが、アニーリング時間は30秒間
行った。 
 
1-2-7. qRT-PCRによる遺伝子発現量の解析 
 京都産業大学の温室 (23℃) で3週間育てたミズナおよびミブナの5‒10 mmの葉原基を液体窒素
で凍結させ、RNA をRNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) を用いて抽出した。1 µg のRNA から、
Transcriptor Universal cDNA Master solution (Roche, Basel, Switzerland) を用いて逆転写反応
を行い、一本鎖cDNAを合成した。 
 qRT-qPCRは、Universal SYBR Select Master Mix (Life Technologies) と7500 Real Time 
PCR System (Applied Biosystems) を用いて、50°Cで2分・95°Cで2分処理した後、95°Cで
15秒、60°Cで1分を40サイクル行い、95°Cで15秒、60°Cで1分、95°Cで15秒、60°Cで
15秒処理することで解析した。 
 BrGA20ox3 の発現量の解析には (forward: 5′-	 AGACCAAGTCGCTGGTCTTC 
-3′; reverse: 5′-	 CCATGAATGTGTCGCCTATG-3′) という特異的プライマーを用いた。コントロー
ルとして用いたアクチンの発現量は、以下のプライマーを用いて定量した (forward: 
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5′-ATCAGGAAGGACTTGTACGGTAAC-3′; reverse: 
5′-GCTGAGGGAAGCAAGAATGGAACC-3′) (Li et al., 2009)。 
 
1-2-8. 植物ホルモンの網羅的定量分析 
 ホルモン分析に用いた植物は、QTL解析と同様の条件で生育させた、播種後4週間後のミズナとミ
ブナを用いた。4-10 mm、10-20 mm、20-50 mmの葉原基をそれぞれ30-100 mg回収し、液体
窒素で凍らせた。サンプルの破砕・抽出・精製・分析定量は、理化学研究所 植物科学研究センター (神
奈川) で行った。質量分析には、AB SCIEX Triple TOF 5600 (SCIEX) を用いた (Kojima et al., 
2009)。 
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1-3. 結果 
 
1-3-1. 葉の形態の観察と形質の定量評価 
 ミズナとミブナは互いに同一種内の異なる品種の関係であるが、ミズナは特徴的な鋸歯を有する葉
を持つ一方で、ミブナは単純なへら型の葉を有している (Fig. 3 A-D)。また、茎頂を実体顕微鏡で観
察したところ、葉身約5 cm前後の葉ではミズナの葉に深い切れ込みによって形成されているローブ
が見られるが、葉身約5 mmの葉ではローブの構造は明確には確認できなかった (Fig. 3 E-H)。さら
に、約500 μm の葉身を比較すると、ミブナの葉には特に何も見られないが、ミズナの葉にはすで
に鋸歯が形成されていることが分かった (Fig. 3 I, J)。このことは、比較的初期の葉原基の段階で、葉
の形態の多様化が生じていることを示している。 
 これらの葉形変異の原因遺伝子の特定を目指し、ミズナとミブナを交配させた結果、F1世代の葉は、
中間形質を示した (Fig. 4)。さらに、F1世代を自殖させてF2世代をつくった結果、葉の形態は複雑な
ものから単純なものまで、様々な形態を示した (Fig. 5)。このことは、ミズナとミブナの葉形変異に
は複数の遺伝子座が寄与していることを示している。 
 ミズナの葉では、特徴的な鋸歯が見られると共に、深く切れ込んだローブの構造が見られることが
分かる (Fig. 3A)。ミズナの複雑な形態は、このような複数の要因が組み合わさった結果生じている可
能性が考えられる。そこでミズナとミブナの葉形変異の原因遺伝子を特定するため、F2世代の葉の形
態について、Dissection Index (DI)、葉の先端の鋸歯、ローブの深さ、という3つの指標で定量を行
い、その表現型の分布からそれぞれの要素の遺伝的関連を推定した。DIは葉の周の長さを面積の平方
根で割った値で、形態の複雑さを示す指標となる。ローブの深さについては、(Fig. 5) の10枚の葉を
4段階に分類すると、① ローブが見えづらい；(Fig. 5 C, I)、② ローブが浅い；(Fig. 5 E, F, G)、③ ロ
ーブが見られる；(Fig. 5 A, B, J)、④ ローブが深い；(Fig. 5 D, H)、となる。2013年と2014年に
播種したF2世代について、各形質のスコアの分布をプロットした (Fig. 6)。どちらの結果も、DIや先
端の鋸歯については正規分布に近い形の分布を示した (Fig. 6 A, B)。この結果は、これらの形質には
複数の遺伝子が寄与していることを示している。一方で、ローブの深さについては値が小さい個体群
が最も多く、正規分布に近いとは言えない分布を示した (Fig. 6 C)。この結果は、単一または少数の
遺伝子がローブの深さに寄与していることを示している。 
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Figure 3 ミズナとミブナの葉の形態 

	 ミズナ (京みぞれ) とミブナ (京錦) の葉の形態。ミズナ (A) は特徴的な鋸歯の他、深い切れ込み (白矢印) によって形成されたロ

ーブが見られる。一方でミブナ (B) は、単純な丸い形をしている。 (C, D) は、それぞれミズナとミブナの葉を、若い順に右から並

べたものを示す。(E, F) は、それぞれミズナとミブナの葉身約 5 mmの葉原基で、(G, H) は葉身約5 cmのミズナとミブナをそれぞ

れ示す。 (I, J）はそれぞれ、ミズナとミブナの約 500 μmの葉原基で、この時期にはすでにミズナの葉に鋸歯が形成されている。

スケールバー；1 cm (A, B)、5 cm(C, D)、1 mm (E, F)、1 cm (G, H)、(I, J) 100 μm。 
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Figure 4 ミズナおよびミブナの F1世代の葉形 

	 ４週間育てた、ミズナとミブナを交配させたF1世代の葉形。(A), (B) はそれぞれ、ミズナ
およびミブナを母親に持つF1世代の本葉を示す。スケールバー；3 cm。 

Figure 5 ミズナとミブナを交配させた F2世代の葉形 

	 播種後4週間育てた。F2世代の葉の形を10例示す。葉の形態は、複雑なものから単純なものまで、様々
な形態を示している。スケールバー；3 cm 
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Figure 6 F2世代の表現型の定量 

	 2013年 (左) と2014年 (右) に播種したF2世代の、表現型の分布を示した。 (A) Dissection Index、(B) 

葉の先端の鋸歯の高さ、(C) ローブの大きさの定量結果を示しており、縦軸が個体数、横軸が各表現型のス

コアを示す。横軸のスコアのインターバルは、以上~未満で示してある。 
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1-3-2. 分子マーカーの開発と連鎖地図の作成 
 ミズナおよびミブナ間におけるQTL解析に必要な連鎖地図を作成するためには、分子マーカーが必
要となる。本研究ではミズナとミブナのジェノタイピングを行うためのCAPSマーカーを作成するた
めに、RNA-seqを行い、転写領域に存在するSNPsを同定した。その結果、4286のSNPsが見つ
かり、そのうち480 個がCAPS マーカーとして利用可能と予測された。実際にマーカーとして利用
可能かどうかを実験によって確認したところ、131 個のマーカーを作成することに成功した。2013
年に播種したF2世代をこのマーカーでジェノタイピングして連鎖解析を行い、103のマーカーからな
る連鎖地図を作成した。合計鎖長は1392.0 cMで、マーカー間隔の平均は13.5 cMであった。連鎖
地図上にマップされたマーカーの位置を示す (Fig. 7)。 
 しかしながら、この時点ではマーカー数が十分とは言えず、マーカー数を増やすために RAD-seq
解析を行った。2014 年に播種した F2世代 82 株について RAD-seq を行った結果、40,926 から
2,962,220 のリードが得られた (平均 = 590,412.73)。また、両親系統から得られたリード数は、
母方が940,873、父方が577,755であった。これらの中から検出できたRAD-tagはそれぞれ33,641
と44,648で、マーカーとして利用できたものが10,296であった。このうち、2,644がF2世代から
も見つかり、最終的に158のマーカーから成る連鎖地図が作成できた。染色体番号は、BLAST解析
より明らかにした。合計鎖長は5,441.5 cMで、間隔の平均は34.4 cMであった (Fig. 8)。 
 
1-3-3. QTL解析による葉形変異に寄与する遺伝子座の特定 
 上記のCAPSマーカーによる連鎖地図を用いて、DIに関するQTL解析を行った結果、6番染色体
の Bra038607M-Bra025140M、7 番染色体の Bra003691M-Bra004365M、10 番染色体の
Bra008861M-Bra009004Mの3箇所に、閾値以上のLODスコアを示すQTLが見られた。同様に、
葉の先端の鋸歯については 6 番染色体の Bra026064M-Bra009922M、7 番染色体の
Bra004369M-Bra016160M、9番染色体のBra023294M-Bra031205の3箇所に、ローブの大
きさについては10番染色体のBra008861M-Bra009004Mの一箇所にQTLが見つかった (Fig. 9, 
Table 5)。 
 また、RAD-seqの結果を用いたQTL解析も行った結果、葉の先端の鋸歯について6番染色体と 7
番染色体にQTLが見られ、それぞれ17138-18237、14298-13693間にLODスコアが閾値以上
のQTLが存在した (Fig. 10, Table 5)。なお、RAD-seqを用いた解析からは、その他の定量法 (DI
またはローブの大きさ) では、閾値以上のLODスコアが検出できなかった。 
 それぞれの QTL の物理的位置 (Mb) を特定したところ、DI で特定できた 6、7、10 番染色体の
QTLの位置は、葉の先端の鋸歯で見られた２つのQTLの位置と、ローブの大きさで見られた10番染
色体のピークの位置とほぼ一致することがわかった (Fig. 11, Table 5)。さらに、RAD-seqで得られ
たQTLの位置も調べた結果、6、7番染色体に見られるQTLの位置は、2013年の先端の鋸歯におけ
るQTLとほぼ同じ位置であることが分かった (Fig. 11, Table 5)。2013年のQTL解析の結果から得
られた、各QTLに存在する遺伝子数は、葉の先端の鋸歯に寄与する6、7、9番染色体のQTLについ
ては、それぞれ1475、155、1818個、ローブの大きさに寄与する10番染色体のQTLには1086
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の遺伝子が存在すると考えられた (Table 6)。 
 
1-3-4. RNA-seqによるミズナとミブナの遺伝子発現量の網羅的解析 
 QTLに座乗する葉形変異遺伝子は、ミズナおよびミブナで発現量が異なると予想できた。よってミ
ズナおよびミブナにおける様々な葉の発生段階においてRNA-seq を行い、遺伝子の発現パターンを
網羅的に比較解析することで、葉形変異の原因遺伝子を明らかにすることを試みた。ミズナとミブナ
の3 mm以下の葉原基を含む茎頂、4-10 mm、10-20 mm、20-50 mmの葉原基についてRNA-seq
を行い、ミズナおよびミブナ間で発現量に差が見られる遺伝子を検出した (False Discovery Rate < 
0.05)。その結果、先端の鋸歯に寄与している6、7、9番染色体のQTL からはそれぞれ、599 個、
59個、692個の遺伝子に発現量の差が見られた (Table 6)。また、ローブの大きさに寄与する10番
染色体のQTLからは、312個の遺伝子に発現量の差が見られた (Table 6)。この中から、先行研究の
結果に基づいて葉の形態形成に寄与すると考えられた遺伝子を抽出した。結果、鋸歯に寄与する6番
染色体の QTL 内からは TCP7、IAA28、WUSCHEL related homeobox 14 (WOX14)、
ASYMMETRIC LEAVES 2-like 9 (ASL9) の4個、7番染色体のQTL内からはBLH3、TCP15、
PIN3の3個、9番染色体のQTL内からはKANADI 2 (KAN2)、BLH4の2個、10番染色体のQTL
内からはGA20ox3、TCP21、LMI1の３個の遺伝子のホモログが、それぞれ見つかった (Table 7)。
KANやWOXは、それぞれ葉の表裏形成や葉の伸長に重要な因子であることが知られている (Eshed 
et al., 2001; Garcia et al., 2006; Nardmann et al., 2004; Yamaguchi et al., 2012)。 
 本研究では、DIに寄与するQTLのうち、寄与率が高かった7番と10番染色体のQTLに注目した。
これらのQTL は先端の鋸歯およびローブの大きさにおいて、非常に高い寄与率を示した (Table 5)。
ミズナとミブナにおけるこれらの遺伝子の発現パターンを示したものが (Fig. 12) である。比較して
みると、BrLMI1は茎頂で発現量に差が見られたが、葉原基では差が見られなかった。逆にBrTCP15、
BrTCP21、BrBLH3 は、茎頂における発現量の差は小さいが、葉原基における発現量の差が大きか
った。BrPIN3、BrGA20ox3は、発現パターンに大きな差は見られなかったが、どの発生段階におい
てもミズナでの発現量が大きかった。  
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Figure 7 CAPSマーカーの染色体上の位置 

地図の上の番号が染色体番号、地図の右にマーカー名、左にマーカーの位置 (Mb) が記されている。各連鎖地図における染色体

番号は、PlANT GDB 

 (http://www.plantgdb.org/XGDB/phplib/download.php?GDB=Br) を参照した。 
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Figure 8 RAD-seqの結果より作成したマーカーの位置 

	 地図の上の番号が染色体番号、地図の右にマーカー名、左にマーカーの位置 (Mb) が記されている。各連鎖地図における染色体

番号は、PlANT GDB 
 (http://www.plantgdb.org/XGDB/phplib/download.php?GDB=Br) を参照した。 



 34 

 

Figure 9 CAPSマーカーによる連鎖地図を用いた、葉形に関する QTL解析 

	  (A) がDI、(B) が先端の鋸歯、 (C) がローブの大きさにおけるQTL解析の結果を示す。縦軸がLODスコア、横軸が各染色体

の番号と位置を示す。破線は閾値 (p = 0.05) を示し、この値以上のLODスコアが見られる位置が、形質に寄与している。(A) は6、
7、10番染色体に、(B) は6、7、9番染色体に、(C) は 10番染色体に、それぞれ閾値以上のLODスコアが見られた。 
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Figure 10 RAD-seqを用いた、葉の先端の鋸歯に関する QTL解析 

	 RAD-seqを用いた、先端の鋸歯におけるQTL解析の結果を示す。縦軸がLODスコア、横軸が各染色体の番号と位置を示す。

破線は閾値 (p = 0.05) を示し、この値以上のLODスコアが見られる位置が、形質に寄与している。6番染色体と7番染色体上に、

閾値以上のLODスコアが見られた。 
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Figure 11 葉形変異に寄与する各 QTLの物理的位置 

	 地図の上にはマーカーの番号、下には得られた QTL と物理的位置 (Mb) が示されている。左端には、各染色体の番

号が記されている。両矢印の下には、形質の名前と特定した年度が記されている。DI; Dissection Index、Ser; 葉の先端
の鋸歯の高さ、 lobe; ローブの深さ、をそれぞれ示している。 
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Figure 12 7番および 10に番染色体に見られた、葉形変異に寄与する候補遺伝子の発現パターン 

	 RNA-seqの結果、ミズナおよびミブナで発現量に有意差があった葉形変異の候補遺伝子について、各遺伝子の発現パターンを

示す。上段が 7番、下段が 10番染色体に見られた候補遺伝子を示す。実線 (緑) がミズナ、破線 (赤) がミブナにおける各遺伝
子の発現量を示しており、縦軸が発現量 (cpm)、横軸が発生段階を示す。 
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1-3-5. 鋸歯に寄与する7番染色体のQTL内における葉形制御候補遺伝子の解析 
 葉の先端の鋸歯の形態に最も大きく寄与する7番染色体のQTLに存在する遺伝子について、まずは
BrBLH3の解析を行った。ミズナとミブナのBrBLH3の配列を比較したところ、複数のSNPsが見
られ、特に第一・第三エキソンに多数の変異が見られた (Fig. 13 A, B)。この塩基置換によって、POX
ドメイン内にアミノ酸置換が生じていた (Fig. 13 C)。 
 次に、BrTCP15 について配列の解析を行った。ミズナおよびミブナ間で BrTCP15 の配列を比較
したところ、ミズナおよびミブナ間でエキソンに複数のSNPsが見られ、加えて下流の配列にはミブ
ナの方が100塩基以上長い配列を有していることがわかった (Fig 14 A, B)。さらに、転写領域に見
られる塩基置換によって、アミノ酸置換も生じることがわかった (Fig 14 C)。 
 最後に、7番染色体のQTLの候補遺伝子としてBrPIN3の解析を行った結果、第3イントロンと転
写領域の597塩基上流において、ミズナに一塩基の欠失が見られることが分かった (Fig. 15)。以上
の結果より、7番染色体のQTLの原因遺伝子と考えられる3つの候補遺伝子全てにおいて、ミズナと
ミブナの間で配列に違いが見られることが分かった。 
 
1-3-6. ローブの大きさに寄与する10番染色体のQTL内における葉形制御候補遺伝子
の解析 
 ローブの大きさに寄与する10番染色体のQTLの候補遺伝子として、BrGA20ox3の解析を行った。
GA20xo3 はジベレリンの合成に寄与する遺伝子で、葉で発現することによって形が単葉化すること
が知られている (Hay et al., 2006; Hasson et al., 2010)。また、B. rapaの葉のローブの形成は10
番染色体上のBrGA20ox3が寄与しているという報告があり、プロモーター領域に見られる、スター
トコドンから数えて94、579、585、642塩基上流に見られるSNPsが、BrGA20ox3の発現量の
差をもたらすと考察されている (Li et al., 2009)。しかし、ミズナおよびミブナ間でBrGA20ox3の
プロモーター配列を比較してみた結果、配列の違いは見られなかった (Fig. 16)。なお、遺伝子領域に
もミズナおよびミブナ間で配列の違いは見られなかった。 
 次に、BrTCP21 について、配列の比較を行った。ミズナおよびミブナ間で配列を比較した結果、
転写領域に変異は見られなかったが、スタートコドンから数えて約550塩基上流において、ミブナに
6塩基の欠損が見られた (Fig. 17)。 
 最後に、A10のQTLのもう一つの候補遺伝子としてBrLMI1の解析を行った。まず、BrLMI1の
転写領域を含む配列でPCRを行った結果、ミブナからは増幅が確認できなかった (Fig. 18, A)。さら
に転写領域から下流について配列を比較した結果、約600塩基下流において、ミズナおよびミブナ間
に SNPs が見られ、また 14 塩基の欠失が見られた (Fig. 18 B, C)。ミズナおよびミブナにおける
BrLMI1 の転写領域付近における増幅効率の違いに関して詳細に解析するために、複数のプライマー
を設計してPCRを行った。解析の結果、スタートコドンから数えて923-1145塩基の領域 (特異的
プライマー；LMI1_F5-R5 で増幅できる領域) において、ミズナでは増幅が確認できるが、ミブナか
らは出来ないことが分かった (Fig. 19B)。これは、BrLMI1のエキソン2とイントロン2を含んだ領
域において、ミブナにはこの領域にトランスポゾンなどの配列が挿入されている可能性を示している。 
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1-3-7. 他のミズナとミブナの品種における遺伝子型の解析 
 ミズナ (京みぞれ) とミブナ (京錦) の解析から見つかった候補遺伝子が、ミズナとミブナの葉の形
態の多様性の原因遺伝子であるかどうかを解析するため、他のミズナおよびミブナの品種について、
遺伝子型の解析を行った。各候補遺伝子の配列の解析より、ミズナ (京みぞれ) とミブナ (京錦) の間
で多型が見られなかったBrGA20ox3以外の候補遺伝子についてマーカーを作成し、ミズナおよびミ
ブナそれぞれ 10 種類の品種について遺伝子型を解析した。解析に用いたミズナおよびミブナの葉形
を (Fig. 20) に示す。 
 7番染色体の鋸歯に寄与するQTLにおける候補遺伝子である BrBLH3については、POXドメイン
の領域の変異 (Fig. 13) について遺伝子型の解析を行った。解析を行った結果、早生京壬生菜など一
部のミブナの品種は、ミズナ (京みぞれ) 型ホモの遺伝子型を示した (Table 8)。この結果は、ミブナ 
(京錦) に見られたBrBLH3の変異はすべてのミブナの品種で見られるわけではなく、必ずしも丸い葉
の形成に必要な対立遺伝子ではない可能性を示している。もう一つの7番染色体の候補遺伝子である
BrTCP15については、下流の配列の長さを利用してマーカーを作成した (Fig. 14)。解析の結果、ミ
ブナ (京錦) 型のホモの遺伝子型を有するミブナの品種は見られなかった (Table 8)。加えて丸葉ミブ
ナや京なじみなど、ミズナ (京みぞれ) 型のホモを有するミブナも多かった。最後の 7 番染色体の候
補遺伝子である BrPIN3 については、上流の配列に見られた一塩基欠失について解析を行った (Fig. 
15)。解析の結果、ミズナの品種である京かなではミブナ型ホモの遺伝子型を有しており、ミブナの品
種においてもミズナ型ホモの遺伝子型を有するものが複数見つかった (Table 8)。 
 次に、10番染色体のローブの大きさに寄与するQTLにおける候補遺伝子であるBrTCP21につい
て遺伝子型の解析を行った。上流に見られた配列の違いから分子マーカーを作成し (Fig. 17)、解析を
行った。解析の結果、ミズナおよびミブナにかかわらず、ほとんどの品種がミブナ型ホモの遺伝子型
を示し、ミズナの対立遺伝子を有するものはわずかに４つであった (Table 8)。最後に、BrLMI1 に
ついて解析を行った。下流に見られた配列の違いからマーカーを作成し (Fig. 18)、解析を行った結果、
すべてのミズナの品種はミズナ型ホモの遺伝子型を示した。また、ミブナの品種はすべて、ミブナの
対立遺伝子を少なくとも一つは有していた。この結果は、ミブナ (京錦) で見られた BrLMI1 の多型
は、ミブナに特有の配列である可能性があり、加えてミブナのBrLMI1はミズナのBrLMI1に対して
優性である可能性を示している。  
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Figure 13 ミズナとミブナの BrBLH3の比較 

	 BrBLH3 の塩基配列の模式図を (A) に示す。白枠がエキソン、横線がイントロンを示す。図上の数字がスタートコドン

から数えた塩基の番号で、下にミズナおよびミブナで見られた塩基置換を示す。”-”は欠失を示す。特に配列に顕著な違い

が見られたのが点線で挟まれた (ⅰ), (ⅱ) の領域で、(B) にそれらの領域におけるミズナとミブナの塩基配列を示す。

BrBLH3のアミノ酸配列を模式的に示したものが (C) で、緑で示された部分にアミノ酸置換が見られる。 
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Figure 14 ミズナおよびミブナの BrTCP15の配列 
	 BrTCP15 の塩基配列の模式図を (A) に示す。白枠がエキソン、横線がイントロンを示す。図上の数字がスタートコドンか

ら数えた塩基の番号で、下にミズナおよびミブナで見られた塩基置換を示す。”-”は欠損を示す。特に配列に顕著な違いが見ら

れたのが点線で挟まれた (ⅰ) の領域で、(B) にその領域におけるミズナとミブナの配列を示す。ミズナとミブナの BrTCP15
のアミノ酸配列を (C) に示す。赤枠の部分は、ミズナ・ミブナ間に見られたアミノ酸置換を示す。 
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Figure 15 ミズナおよびミブナの BrPIN3の配列 
	 BrPIN3の塩基配列の模式図を示す。白枠がエキソン、横線がイントロンを示す。図上の数字がスタートコドンから数えた
塩基の番号で、下にミズナおよびミブナで見られた塩基置換を示す。”-”は欠損を示す。 
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Figure 16 BrGA20ox3のプロモーター領域の配列 

	 BrGA20ox3の塩基配列の模式図を (A) に示す。白枠がエキソン、横線がイントロンを示す。図上の数字がスタート

コドンから数えた塩基の番号を示す。先行研究よりSNPsが見られると予想された領域が破線で挟まれた (ⅰ)、(ⅱ) で

示された領域で、その領域におけるミズナおよびミブナの塩基配列を (B) に示す。上赤枠で囲った塩基は、先行研究
よりSNPsが見られると予想された塩基で、その上の数字はスタートコドンから数えた各SNPsの位置を示す。 



 46 

 
  

Figure 17 ミズナおよびミブナの BrTCP21のプロモーター配列の比較 

	 BrTCP21の塩基配列の模式図を (A) に示す。白枠がエキソン、横線がイントロンを示す。ミズナとミブナの配列にお

いて、特に違いが見られた領域が点線で挟まれた (ⅰ) の領域で、下にそれぞれの塩基配列を示す。 
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Figure 18 ミズナおよびミブナの BrLMI1の配列の比較 

	 (A) ミズナとミブナのPCRの結果。第一レーンがマーカーのレーンで、左の数字が鎖長を示す。(B) BrLMI1
の構造を模式的に示しており、白がエキソン、線がイントロンを示す。下に示した矢印で挟まれた領域が、(A) 

の実験の際に BrLMI1の増幅に用いたプライマーの位置を示し、括弧内の数字はプライマーの開始位置を示
す。図の上の数字がスタートコドンから数えた塩基の番号を示している。模式図中で示した (ⅰ) におけるミ
ズナとミブナの配列を (C) に示す。 
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Figure 19 ミズナおよびミブナにおける BrLMI1の増幅 

	 BrLMI1 の塩基配列の模式図を (A) 示す。白枠がエキソン、横線がイントロンを示しており、図上の数字がスタートコドンから

数えた塩基の番号を示す。BrLMI1の増幅に用いた各プライマーの位置が模式図の下に記されており、プライマー名の下に記されて
いる括弧内の数字は各プライマーのスタートコドンから数えた位置を示す。下の写真は各プライマーペアを用いたミズナとミブナの

PCRの結果を示している。赤枠で囲まれたプライマーペア (LMI1_F5-R5) を用いたPCRでは、ミブナにおける増幅が確認できな

かった。マーカーレーンの横の数字は、マーカーの鎖長 (bp) を示す。 
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Figure 20 ミズナとミブナの他の品種の葉形 

	 4 週間育てたミズナとミブナの葉の形態を示す。A, 広茎京菜、B, 京かなで、C, 京しぐれ、D, サラダでたべる京水菜、E, 千筋

キョウナ、F, 水天、G, 早生千筋京水菜、H, 中生千筋京水菜、I, 晩生千筋京水菜、J, サラダ京水菜、K, 早生京壬生菜、L, 京風味、

M, 丸葉ミブナ、N, 薬食同源 みぶな、O, 早生壬生菜、P, 丸葉ミブナ (無印)、Q, 丸葉ミブナ (中生種)、R, 丸葉ミブナ (晩生種)、
S, ベビーリーフ 中生ミブナ、T, サラダ壬生菜 (京なじみ)。スケールバー；3 cmミズナおよびミブナ 
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1-3-8. 6番および9番染色体に見られたQTLの解析 
 6番染色体からはTCP7、IAA28、WUSCHEL related homeobox 14 (WOX14)、ASYMMETRIC 
LEAVES 2-like 9 (ASL9) の4つの遺伝子のホモログが、9番染色体からはKANADI 2 (KAN2)、
BLH4の2つの遺伝子のホモログが、RNA-seqの結果より発現量に差が見られ、かつ葉形変異に寄
与することが知られている遺伝子として発見できた (Table 7)。RNA-seqの解析による、発現パター
ンを (Fig. 21) に示す。これらのQTLについては、これらの遺伝子の中に原因遺伝子が存在する可能
性がある。 
 
1-3-9. ミズナにおけるローブの形成とジベレリンとの関連 
 ジベレリンは葉の形態を単純化させることがこれまでの研究により明らかになっている 
(Nakayama et al., 2014)。そこで、ミズナとミブナの葉における単位重量あたりのジベレリンの定
量を様々な葉の発生段階において行った。その結果、ジベレリンの前駆体であるGA24、GA2、GA20、
GA9が検出でき、これらすべてについて20-50 mmの葉原基における含有量が、ミブナの方が多い
傾向が見られた (Fig. 22)。特に葉身が5-20 mmの葉に含まれる単位重量あたりのGA24の量は、
ミブナの方が有意に高かった (p = 0.008)。さらに、実際にミズナの茎頂にジベレリンを与えて育て
たミズナは、無処理の個体に比べて葉の切れ込みが小さくなり、葉のローブが見られなくなることが
分かった (Fig. 23)。このことは植物体内のジベレリンの量が葉形決定に関わっていることを示唆して
いる。 
 ここで、ローブの形成に寄与すると考えられたミズナとミブナのBrGA20ox3について、発現量を
qRT-PCR で調べてみた結果、茎頂や葉身 20-50 mm の葉では差が見られなかった。一方で葉身が
5-20 mmの葉では、ミブナの方がミズナと比べて有意に発現量が高いことが分かった (Fig. 24)。こ
の時期は、ミズナおよびミブナの葉においてGA24の量に最も差が出た時期と一致している (Fig. 22 
A)。一方で、RNA-seq による解析の結果では BrGA20ox3の発現はミズナの方が高く、qRT-PCR
の結果と逆であった (Fig. 12)。また、先行研究で見られた BrGA20ox3 の発現量の増加は、
BrGA20ox3プロモーター領域の塩基置換によることが示唆されているが (Li et al., 2009)、ミズナ
とミブナ間においてはそのような配列の違いは見られなかった (Fig. 16)。以上の結果より、ミズナお
よびミブナ間で見られるジベレリン量の差には、BrGA20ox3が寄与しているという遺伝的根拠は、
今回の解析では得られなかった。ミズナおよびミブナにおけるジベレリン量の違いには他に原因遺伝
子が存在しており、BrGA20ox3はその下流において制御されることによって発現量が変動している
と考えられる。  



 51 

 

 
  

Figure 21 6番および 9番染色体に見られた、葉形変異に寄与する候補遺伝子の発現パターン 

	 RNA-seqの結果、ミズナおよびミブナで発現量に有意差があった葉形変異の候補遺伝子について、各遺伝子の発現パタ

ーンを示す。上段が6番、下段が9番染色体に見られた候補遺伝子を示す。実線 (緑) がミズナ、破線 (赤) がミブナにお
ける各遺伝子の発現量を示しており、縦軸が発現量 (cpm)、横軸が発生段階を示す。 
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Figure 22 ミズナおよびミブナの葉の各発生段階における単位重量あたりの GA量 

	 (A)、(B)、(C)、(D) はそれぞれ、GA24、GA2、GA20、GA9のグラフで、青がミブナ、赤がミズナ

の量を示す。横軸が定量した葉原基の大きさを示す。エラーバーはウェルチの t 検定で算出した (p < 
0.05; n=3)。 

Figure 23 ジベレリンを与えて育てたミズナの葉形 

	 ジベレリンを与えて4週間育てたミズナの葉 (右) と、Control (左) の葉形を示す。白矢印はローブ
を示す。スケールバー；3 cm 
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Figure 24 ミズナとミブナの、BrGA20ox3の発現量の比較 

	 ミブナ(青)とミズナ (赤) のBrGA20ox3の発現量を示す。縦軸が発現量、横軸が各組織を示す。エラーバ
ーは標準誤差を示す (n = 3)。 
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1-4. 考察 
 
1-4-1. ミズナとミブナの葉の形態におけるQTL解析 
 本研究では、葉の形態の多様性の原因遺伝子を明らかにするために、京野菜であるミズナおよびミ
ブナの葉形変異の原因遺伝子の特定を目指し、QTL解析を行った。最初に、QTL解析に必要な連鎖地
図の作成を行ったところ、CAPSマーカーを用いたものとRAD-seqを用いたものの、2つの連鎖地
図が作成できた (Fig. 7, 8)。CAPSマーカーの連鎖地図と比較して、RAD-seqの結果から作製した
連鎖地図の合計鎖長が長かったことは、F2世代のリード数のばらつきが大きかったこと、stacksに用
いられたリードの使用率が低かった (41.1%) ことが原因と考えられる。 
 これらの連鎖地図を用いてQTL解析を行った結果、ミズナとミブナの葉形変異に寄与する遺伝子座
が複数見つかった。具体的には、葉の形態の複雑さに寄与する遺伝子座が4つ、先端の鋸歯の高さに
関わる遺伝子座が3つ、ローブの大きさに関わる遺伝子座が１つ、それぞれ見つかった (Fig. 9, Table 
5)。これらの遺伝子座を比較してみると、葉の先端の鋸歯の高さとローブの大きさで見られるQTLの
位置は、DIに見られるQTLの位置とほぼ一致していることが分かる (Fig. 11)。このことは、葉の形
態に寄与する主なQTLは6、7、9、10番染色体上に４つ存在すること、更に葉の形態の複雑さは鋸
歯の高さとローブの大きさという2つの要素で、おおよそ説明できることを示している。DIには、７
番染色体上のQTLが最も寄与率が高く、次いで１０番染色体上に寄与率の高いQTLが見られた (Fig. 
9, Table 5)。これらのQTLが、葉の形態の多様性に最も寄与していると考えられる。DIのQTLの位
置と先端の鋸歯の高さのQTLの位置が完全には一致していないことは、DIによる定量では葉柄の長さ
が反映されることが原因と考えられ、今後の解析では葉柄を解析から除外することが解析の精度を高
める上で重要であるかもしれない。RAD-seqの結果で得られた、葉の先端の鋸歯の高さに寄与する6
番および7番染色体のQTLも、CAPSマーカーで得られたQTLの位置と一致した (Fig. 10, Table 5)。
このことから、鋸歯の形成には特に6番および7番染色体に重要な遺伝子が存在すると考えられる。 
 
1-4-2. 次世代シークエンス技術を用いた遺伝子発現パターンおよび各候補遺伝子の解
析 
 葉形変異に寄与している遺伝子は、ミズナおよびミブナ間で発現量が異なる可能性が高い。よって
RNA-seq を用いて発生過程における遺伝子発現量の比較を行い、ミズナとミブナの葉形変異の原因
遺伝子の特定を試みた。特定できた12の候補遺伝子 (Table 7) について詳しく解析した結果、発生
段階において様々な発現パターンを示していることが分かった (Fig. 12, 21)。このような発現パター
ンの変動が、葉の形態形成に重要である可能性がある。 
 形質への寄与率が高かった7番および10番染色体のQTLで見つかった6つの候補遺伝子について、
ミズナとミブナで配列の比較を行った。その結果、BrBLH3、BrTCP15、BrPIN3、BrTCP21、BrLMI1
の5つの遺伝子について、転写領域およびその付近に多型が見つかった (Fig. 13-19)。これらの変異
がミズナおよびミブナの間に見られる葉の形態の多様性の原因であるかを調べるため、他のミズナお
よびミブナの品種について遺伝子型の解析を行った。その結果、今回解析した候補遺伝子の中では、
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葉のローブ形成に寄与するQTLに座乗するBrLMI1が、原因遺伝子である可能性が高いことが分かっ
た (Table 8)。残念ながら今回の解析では、先端の鋸歯に寄与する7番染色体上のQTLに座乗する遺
伝子については原因遺伝子の特定には至らなかった。今回解析した候補遺伝子について、より上流に
おける領域や、あるいはエンハンサー領域を解析することで、原因遺伝子が特定できる可能性がある。
あるいは、今回解析した候補遺伝子の他に原因遺伝子が存在するのかもしれない。 
 
1-4-3. ジベレリンと葉のローブの形成の関連 
 ミズナとミブナの葉原基におけるジベレリン量を定量した結果、ミブナの方がジベレリン量が多く、
特に葉身が20 mm前後の葉におけるGA24の差が顕著であることが分かった (Fig. 22)。また、ジ
ベレリン溶液をミズナの茎頂に添加して生育させると葉のローブの形成が抑制されることが分かった 
(Fig. 23)。葉原基の観察の結果から、発生初期の葉原基ではミズナの葉のローブの構造が不鮮明な一
方で、50 mm以下の葉でははっきりとローブが確認できる (Fig. 3E, G)。このことから、ローブの構
造は葉身が 30 mm 前後の発生段階で発現する遺伝子が重要な機能を有している可能性があり、
GA24の量に差が出る時期はこの時期に一致する。これらの結果から、ジベレリン合成関連遺伝子が
葉のローブ形成に寄与していると考え、BrGA20ox3という遺伝子の解析を行った。BrGA20ox3は
ジベレリン合成に寄与する遺伝子で、ローブに寄与する10番染色体のQTLに座乗していた (Table 7)。
ミズナとミブナの葉におけるBrGA20ox3の発現量をqRT-PCRで調べた結果、ミブナの方が発現量
が高く、特に葉身が2 cm前後の葉における発現量が顕著であった (Fig. 24)。このBrGA20ox3の
発現量の差が、ミズナとミブナのGA24の量と関係しており、葉のローブ形成に寄与している可能性
が考えられた。一方で、先行研究でBrGA20ox3の発現量の差の原因とされるプロモーター領域の配
列の違いは、ミズナおよびミブナ間では見られなかった (Fig. 16)。以上の結果も踏まえると、
BrGA20ox3がミズナおよびミブナの形態の多様性に寄与しているという直接的な根拠は、今回の解
析では得られなかった。しかし、ジベレリンがローブの形成に寄与していることは間違いなく、他の
ジベレリン関連遺伝子について解析を行うことで、ミズナとミブナの葉形変異の原因遺伝子が明らか
になるかもしれない。 
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第 2章 
ミズナとミブナのトライコーム形成の解析	 
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2-1. 序論 
 
 ミズナとミブナの葉の形態に着目して遺伝的な解析を進める過程において、ミブナ (京錦) の葉には
葉の表面に多数のトライコームが見られる一方で、ミズナ (京みぞれ) の方には殆ど見られないことを
見出した。トライコームとは、植物の葉、茎、花芽組織などの表皮細胞から形成される伸びた毛状の
組織で、ほぼすべての陸上植物に存在する。トライコームは解析の容易さから、細胞の運命決定、細
胞周期の調節、形態形成などの優れたモデルとして研究されてきた。トライコームの形態は、植物種
によって単細胞や多細胞、枝分かれのあるものと無いものなど、様々な形態がある。また、トライコ
ームの機能としては、温度調節、水分調節、防虫性、UV 耐性、耐凍害性、腺としての機能などが知
られている (Traw and Bergelson, 2003; Wagner et al., 2004; Suo et al., 2013; Yang and Ye, 
2013)。工業的には、ワタのトライコームが綿として利用されているほか、葉菜類におけるトライコ
ームは食感にも影響するため、育種の面においても重要な組織である。そのため、ミズナとミブナに
見られるトライコーム数の違いに注目することで、ミズナとミブナの形態の多様性とその遺伝的背景
について新たな知見が得られる他、育種への応用も期待できると考えた。 
 トライコームについては、モデル植物であるシロイヌナズナを用いた研究から、様々な知見が得ら
れている。シロイヌナズナでは、トライコームは単細胞で、3つの枝分かれ構造を有している。また、
トライコームの形成は、細胞運命の決定、細胞の特異化、形態形成の 3 段階から成っており 
(Hülskamp et al., 1994) それぞれの段階は異なる因子によって制御されている。トライコーム形成
に重要な因子には、最初に単離されたものとしてGLABRA1 (GL1) が知られている (Oppenheimer 
et al., 1991)。GL1はR2R3-type MYB familyに属する転写因子で、欠損するとトライコーム形成
が阻害される因子として単離された。また、GL1と同じ機能を有する因子としてWEREWOLF (WER) 
やMYB23が知られている (Walker et al., 1999; Kang et al., 2009)。他にも、basic helix loop helix 
(bHLH) を有する GL3 と ENHANCER OF GLABRA3 (EGL3)、WD40 repeat factor である
TRANSPARENT TESTA GLABRA1 (TTG1) などが、トライコーム誘導因子として知られている 
(Yang and Ye, 2013)。GL1とTTG1は、それぞれGL3とEGL3と結合し、MYB/bHLH/WDリ
ピート複合体を形成する。この複合体は表皮細胞に作用し、homeodomain-leucine zipperを有する
GL2と、WRKY transcription factorを有するTTG2を発現させ、トライコームを分化させる (Rerie 
et al., 1994; Ishida et al., 2007a)。また、ジベレリンやサイトカイニンといった植物ホルモンも表皮
細胞の分化に寄与しており、GL1 の転写を促進する因子である GLABROUS INFLORESCENCE 
STEMS (GIS) やZinc finger protein 9 (ZFP9) が、植物ホルモンに応答することによって花芽にお
けるトライコーム形成に寄与していることが報告されている (Gan et al., 2007)。トライコームの抑
制因子としては CAPRICE (CPC)、TRIPTYCHON (TRY)、ENHANCER OF TRY AND CPC 1 
(ETC1)、ETC2、ETC3、TRICHOMELESS1 (TCL1) が知られており、どれもR3 MYBに属して
いる (Kirik et al., 2004; Wang et al., 2007b)。これらの抑制因子は発現した細胞から隣の細胞に移
動して、GL1と競合して不活性な複合体を形成することで、トライコーム形成を抑制する。 
 また、トライコームの二次壁の形成に重要な因子についても報告されている。シロイヌナズナのト
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ライコームは強い複屈折性を有しており、光を当てると偏光が見られる。しかし、TRICHOME 
BIREFRINGENCE (TBR) に欠損があると、トライコームの二次壁におけるセルロース含有量が減少
し、結晶性が損なわれることで偏光が見られなくなる他、トライコームの形態にも異常が生じること
が知られている (Potikha and Delmer, 1995)。また、TBR のホモログである TRICHOME 
BIREFRINGENCE-like 1, 2 (TBL1, 2) もまた、トライコームの複屈折性や数に影響することが報告
されている (Bischoff et al., 2010)。 
 B. rapaのトライコームはシロイヌナズナと異なり、分岐構造を有していないことが知られている。
また、B. rapaにおけるトライコームの形成については先行研究があり、６番染色体上のBrGL1が機
能しているという報告がある (Li et al., 2009; Kubo et al., 2010)。６番染色体のBrGL1には4つ
の対立遺伝子が存在しており、機能を有する野生型であるA-allele と比較して、B-allele、C-allele、
D-alleleはそれぞれ、エキソン3の5塩基欠失によるフレームシフト、1塩基置換によるアミノ酸置
換、２塩基欠失によるフレームシフトによって機能が欠損し、トライコームが形成されなくなること
が知られている (Li et al., 2011)。また、B. rapaの別の品種を用いた報告では、9番染色体に最も大
きくトライコーム形成に寄与するQTLが存在する他、7番および4番染色体上にもトライコーム形成
に寄与するQTLが存在するという報告もある (Song et al., 1995)。これらの研究は、トライコーム
形成に寄与する遺伝子は、同じB. rapaであっても品種によって様々であることを示している。 
 そこで本章では、ミズナとミブナのトライコーム形成に寄与する遺伝子の単離を試みた。ミズナと
ミブナを交配することで得たF2世代について葉におけるトライコーム数を計量し、QTL解析を行った。
得られたQTLに座乗していたトライコーム形成関連遺伝子について配列の解析を行い、形質との連鎖
性を解析した。他のミブナの品種についても遺伝子型とトライコーム数との関連を解析することで、
ミブナにおけるトライコーム形成の原因遺伝子の特定を目指した。 
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2-2. 方法 
 
2-2-1. 植物の栽培法 
 ミズナ (京みぞれ)、ミブナ (京錦) およびF2集団については、第1章と同一のものを用いた。表現
型の定量を行った株は、播種後4週間育ててから定量を行った。また、他のB. rapaの品種について
は、第1章で用いたものの他 (Table 1)、新たに購入したものも用いた (Table 9)。 
 
2-2-2. トライコームの計測法と連鎖地図の作成 
 解析に用いたミズナおよびミブナのF2世代は、第1章の解析で用いた集団と同じものを用いた。ト
ライコームの数は、各個体の本葉について、葉の先端から1 cm以内に生えているトライコームの本
数を計測した。 
 CAPSマーカーは第1章で作成したものと同じものを用いたが、R softwareのgeno.Tableを用
いて不適切なマーカーを除いた後に、Antmap で連鎖地図の作成を行った。RAD-seq の結果につい
ては、第1章と同一のものを用いた。QTL 解析は WinQTL cartographer ver. 2.5 (Wang et al., 
2007a), を用いてcomposite interval mapping (CIM) 法で解析した。検定 (permutation test) は
1000回行い、LOD スコアの閾値はp = 0.05とした。 
 
2-2-3. トライコーム形成の候補遺伝子のマーカー作成 
 各遺伝子について、(Table 10) に示すプライマーを設計し、CAPSマーカーと同じ条件でPCRを
行った。BrTBR、BrETC1、BrGL3bについてはそれぞれの制限酵素で処理することで、遺伝子型の
解析を行った。BrGL1については、シークエンスによる配列の比較で遺伝子型を解析した。 
 
2-2-4. ミズナおよびミブナにおけるBrGL1のqRT-PCR解析 
 京都産業大学の温室 (23℃) で3週間育てたミズナおよびミブナの5‒10 mmの葉原基を液体窒素
で凍結させ、RNAをRNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) を用いて抽出した。qRT-qPCRは、BrGL1 に
つ い て は  (forward: 5′-GGAACACCCATCTCAGTAAG-3′; reverse: 
5′-TATTTCCCACTACAACGTTC-3′) というプライマーを用いた。その他、対照とするアクチンのプ
ライマーの条件などは、第1章と同じ方法を用いた。 
 
2-2-5. BrGL1の分子系統解析 
 系 統解析は MEGA6 (Tamura et al., 2013; Kumar et al., 2016) を 用いて、
(http://www.megasoftware.net/) neighbor-joining 法で行った。系統樹の作成は GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) で検索できたAtMYBの塩基配列を用いて行った。ブートストラッ
プ値は1000回の検証を行って算出した。 
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2-2-6. BrGL1の転写領域下流に対する分子マーカーの作成 
 9 番染色体上の BrGL1 の下流の配列の解析は (forward: 5′-GTCACATTACCTTGATATGG-3′; 
reverse: 5′-ACTGGACTATCAGTTTGCTC-3′) というプライマーを用いて、電気泳動による鎖長の
比較によって行った。また、6 番染色体上の BrGL1 のエキソン 3 の配列は、 (forward: 
5′-TCTCTCCCAAATCCAGATGG-3′; reverse: 5′-CTAGAGGCAGTAGCCAGTAT-3′) というプラ
イマーを用いてPCR産物をシークエンスすることで、遺伝子型を特定した。PCRの条件は、第1章
のCAPSマーカーと同じ条件を用いた。  
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�
Assay type Marker IDs Target Forword primer Reverse primers position of SNPs SNPs

gene Mibuna Mizuna
SNPs Bra039065M BrGL1 GACCTATCCCGATCGTATAC GTAAGAGATATTTCATAGCC upstream 776 bp C T

Markers of candidate genes related to trichome development.
Assay type Marker IDs Target Forword primer Reverse primers Candidate Enzymes

gene Mibuna Mizuna
CAPS Bra037385M BrTBR TCGTTCCCCAAGCTTTACCC GATTGGTGTAGAGAGGACCC BclI 163 128, 47

Bra037388M BrETC1 CAGAAGTGAGCAGTCTTGAG CACGTTGAATTTGTAGAAG BclI 96, 54 150
Bra027653M BrGL3b ACATTGTTCCTTGAAGCTCC TGGTTCTTGCTCATACACGC Bsl1 150 100, 150

Expected size (bp)
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2-3. 結果 
 
2-3-1. 連鎖地図の作成とミズナとミブナのトライコーム数の違い 
 CAPSマーカーを用いた解析より、84マーカーによる連鎖地図が作成できた。地図の全長は927.2 
cMで、マーカー間の平均距離は11.2 cMであった。マーカーの位置を示す (Fig. 25)。 
 ミズナとミブナの葉を比較すると、ミズナにはほとんどトライコームが見られないが、ミブナには
葉の表面に多数のトライコームが生えていることが分かった (Fig. 26 A-D)。本研究ではトライコー
ムの数を定量するため、葉の先端から1 cmの領域に生えているトライコームの数を数え、形質の定
量を行った。その差を比較したところ、ミブナのトライコーム数 (中央値 = 17.3) はミズナ (中央値 
= 0.7) よりも有意に多いことが分かった (Fig. 26 E)。 
 
2-3-2. トライコームの本数におけるQTL解析と原因遺伝子の特定 
 トライコームの数について、2種類の連鎖地図を用いてQTL解析を行った結果、2013年は9番染
色体上のマーカーBra036325M-Bra037200M 間に、2014 年は 9 番染色体上のマーカー
10088-10441間に閾値以上のLODスコアが見られた。これらのQTLの位置をB. rapaのゲノムデ
ータから調べてみた結果、ほぼ同じ位置を示していることが分かった (Fig. 27, Table 11)。2013年
も2014年も同じQTLが形質に寄与していたことから、この形質は環境に左右されないことが示唆さ
れた。 
 B. rapaのゲノム情報からこの位置に存在する遺伝子を探索したところ、ETC1、GL1、TBL26、
TBL4遺伝子の相同遺伝子が存在することが分かった (Fig. 27)。これらはトライコーム形成に寄与す
ることが知られている。2014年に特定できたQTL付近からはGL3というトライコーム関連の相同
遺伝子も2つ見つかった (Payne et al., 2000; Morohashi et al., 2007)。しかしながら、これらの
遺伝子は2013年に特定できたQTLであるBra036325M-Bra037200Mの外側に位置していた。 
 ミズナとミブナの BrETC1、BrTBL26、BrGL1、BrGL3bについて、それぞれマーカーを作成し 
(Table 10)、形質との連鎖を比較した。各マーカーの遺伝子型におけるトライコーム数の分布を調べ
た結果、他の遺伝子と比較してBrGL1が最も形質との連鎖性が高かった (Fig. 28, Table 12)。具体
的には、トライコーム数が最も少ない集団 (0-5本) の個体数は、2013年、2014年共にBrGL1が
ミズナ型ホモである個体が最も多かった (Table 12)。このことから、BrGL1がトライコーム数の差
異に関する原因遺伝子と考えられた。 
 なお、Bra036619M‒10634におけるLODスコアも閾値より高く、その領域内にTBRのホモロ
グであるBrTBL4が存在していた。TBL4はTBRのホモログで、TBRはトライコームの数にも寄与
することが報告されている (Potikha and Delmer, 1995; Bischoff et al., 2010)。しかし、TBRと
トライコームの本数との関連はシロイヌナズナでもよく知られておらず、加えてミズナおよびミブナ
間で転写領域および上流1400 bp 付近まで配列を比較したが、BrTBL4の配列に変異は見られなか
った (Fig. 29)。これらの理由から、BrTBL4はトライコーム形成に寄与していないと考えられた。 
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2-3-3. トライコーム形成に寄与する3番染色体に見られるQTL 
 2013 年の QTL 解析の結果からは、LOD スコアが閾値 (=3.3) を超える領域が 3 番染色体上の
Bra006674M-Bra006629Mからも見つかった(Table 11)。この領域からはトライコーム形成の関
連遺伝子として、TRIPTYCHON (TRY)、TRANSPARENT TESTA GLABRA 2 (TTG2)、
ENHANCER OF TRY AND CPC 3 (ETC3)、Zinc finger protein 8 (ZFP8) のホモログが見つかっ
た (Johnson et al., 2002; Schellmann et al., 2002; Schiefelbein, 2003; Gan et al., 2007; Ishida 
et al., 2007b; Wester et al., 2009)。しかしながら、このQTLの形質への寄与率は10.3%でしかな
く、9番染色体上のQTLの寄与率 (78.0%) と比較して大きく下回る。さらに2014年のQTL解析
の結果からは3番染色体上のQTLは見られないことから、3番染色体のQTLは、ミズナとミブナの
トライコーム形成にはそれほど大きな影響はないものと考えられる。 
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Figure 25 QTL解析に用いた CAPSマーカーの位置  

	 トライコームにおけるQTL解析に用いた連鎖地図。地図の上の番号が染色体番号、地図の右にマーカー名、左にマー

カーの位置 (Mb) が記されている。染色体番号は、PlANT GDB 
 (http://www.plantgdb.org/XGDB/phplib/download.php?GDB=Br) を参照した。 
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Figure 26 ミズナとミブナの葉原基とトライコームの数 

	 ミズナ (A) とミブナ (B) の葉原基の様子。ミズナの葉には特に何も見られない一方で、ミブナの葉の縁には多数のトライコー

ム (白三角) が見られる。成長した葉においても、ミズナ (C) の葉の縁には何も見られない一方で、ミブナ (D) には多数のトライ

コームが見られる (白矢印)。ミズナとミブナのトライコームの数を、ボックスプロットで示したものを (E) に示す。スケールバー；

(A, B) 0.5 mm、(C, D) 2 mm。 



 72 

 
  

Figure 27 分子マーカーと、QTLの物理的位置 

	 地図の上にはマーカー名が、下にはそれぞれの物理的距離 (Mb) が記されている。物理的位置は PlantGDB 
(http://www.plantgdb.org/) を参照した。下には、候補遺伝子の位置と、2013年と2014年に特定できたQTLの位置を示す。 

Table 11 ��
�����	�����
Genotyping Year Sample number LG Interval Physical location (Mb) LOD score Additive effect Dominance effect

CAPS markers 2013 96 A9 Bra036325M-Bra037200M 0.58-3.99 27.7 15.78 1.24
A3 Bra006273M-Bra006629M 2.78-4.35 5.8 -3.66 4.31

RAD-seq 2014 82 A9 10088-10441 2.99-7.38 14.4 9.45 2.57
Above the LOD threshold Scored at the LOD peak
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Figure 28 トライコーム数に寄与する候補遺伝子と、形質との連鎖 

	 F2世代について、BrGL1 (A)、BrETC1 (B)、BrTBL4 (C)、BrGL3b (D) のマーカーを用いて、形質との連鎖を調べた。各グラフ

は、左が 2013年、右が 2014年の結果を示す。縦軸が個体数、横軸がトライコームの数を示している。グラフ中の黒は遺伝子型が

ミズナ型ホモ、白がミブナ型ホモ、灰がヘテロ型を示す。 
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Figure 29 ミズナとミブナの BrTBL4の配列 

	 ミズナとミブナのBrTBL4の配列を、上流約1420 bpまで比較した。上段がミズナ、下段がミブナの配列を示す。赤矢印

がBrTBL4のスタートコドン、赤線部が転写領域を示す。 
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2-3-4. ミズナおよびミブナのBrGL1の発現量と配列の比較 
 ミズナおよびミブナから単離できたBrGL1の配列と、シロイヌナズナのGL1の配列も合わせて遺
伝子系統樹を作成した結果、BrGL1の配列はシロイヌナズナのMYBよりもGL1と近縁である事が
わかった (Fig. 30 A)。また、アミノ酸配列を比較すると、MYBドメインが保存されていることが分
かった (Fig. 30 B)。これらの結果から、BrGL1はシロイヌナズナのGL1と同じ機能を有すると考え
られた。ミズナとミブナの葉原基におけるBrGL1について、qRT-PCRによる発現量の比較を行った
結果、ミブナの方がミズナと比べて発現量が有意に高いことが分かった (Fig. 31)。この発現量の違い
が、ミズナとミブナのトライコーム数の違いに寄与していると考えられる。 
 なお、先行研究では、B. rapaのトライコーム形成には、6番染色体のBrGL1が重要であることが
報告されている (Li et al., 2009; Kubo et al., 2010)。これまでに6番染色体のBrGL1には4つの
対立遺伝子 (A, B, C, D-allele) が存在することが知られており、そのひとつであるB-alleleはエキソ
ン3に5塩基の欠失があることで、フレームシフトによって機能が欠損している (Li et al., 2011)。
ミズナ (京みぞれ) とミブナ (京錦) の 6 番染色体上の BrGL1 の配列を決定した結果、これらの
BrGL1はどちらも、機能を持たないB-alleleであることが分かった (Fig. 32)。このことから、ミズ
ナ (京みぞれ) とミブナ (京錦) においては、6番染色体のBrGL1の機能については解析する必要は
ないことが分かった。 
 次にミズナとミブナの9番染色体上のBrGL1を単離し、配列を決定したところ、スタートコドン
から数えて 722 番目のイントロンに一塩基多型 (SNPs) が見られたのみであり、エキソン領域に変
異は見られなかった (Fig. 33 A)。先行研究より、シロイヌナズナのGL1は、転写領域の下流の領域
が発現に寄与していることが知られているため (Larkin et al., 1993)。ミズナとミブナのBrGL1の
下流の配列を調べた。その結果、多数のSNPsや挿入/欠損が見られ、特にスタートコドンから数えて
約 2200 bp 下流において、ミブナの配列 (Mibuna GL1-allele) はミズナの配列 (Mizuna 
GL1-allele) よりも、約200 bp長いことが明らかになった (Fig. 33 B)。先行研究の結果を踏まえ、
これらの配列の違いが、BrGL1の発現量の違いに寄与していると考えられた。 
 
2-3-5. 他のB. rapaの品種におけるBrGL1の遺伝子型とトライコーム数との関連 
 9番染色体上のBrGL1の下流の配列からマーカーを作成し、その他のB. rapaの品種についても遺
伝子型を解析した結果、ミブナ以外のB. rapaで、Mibuna GL1-alleleを有するものは見つからなか
った (Table 13)。このことから、この配列はミブナに特有の配列である可能性がある。興味深いこと
に、ハクサイ、ナバナ、カブなど (トーホク株式会社より購入) は、ミブナ (京錦) でもミズナ (京み
ぞれ) でもないBrGL1の下流配列を示した (Table 13)。な花、カブ、紫姫はミズナよりも少し短い
バンド (Shorter band) を示し (Fig. 34)、ハクサイとあやめ雪は200 bp付近に重複した複数のバ
ンド (Duplicated bands) が見られた (Fig. 34)。 
 一方で、今回QTL解析に用いなかったミブナの品種について、それぞれ複数個体について9番染色
体上のBrGL1の下流の配列を解析した結果、ミブナ (京錦) と同じBrGL1の下流配列を有するミブ
ナの品種が複数見つかった。これらの遺伝子型とトライコームの数との関連を調べた結果、9 番染色
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体上のBrGL1の下流の配列とトライコーム数には関連が見られなかった (Fig. 35 A)。そこで、これ
らの各個体について6番染色体上のBrGL1の遺伝子型についても解析を行った結果、6番染色体上
のBrGL1が機能を失っているB-alleleを有している場合では、ミブナ (京錦) のBrGL1の下流配列
を持つとトライコームの本数が多くなることが分かった (Fig. 35 B)。一方で、6番染色体上のBrGL1
が機能を有するA-alleleやA, Bのヘテロであった場合、ミブナ (京錦) のBrGL1の下流配列とトラ
イコームの数との相関は見られなかった (Fig. 35 C, D)。  
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Figure 30 R2R3MYB ファミリードメインの系統樹と、アミノ酸配列の比較 

	 系統樹は、アミノ酸配列を参照して作成した (A)。枝分かれ部分の数字はブートストラップ値を示している (bootstrap replication 

=1000)。9番染色体上のBrGL1の配列をアライメントしたものが (B) で、赤で囲まれた部分はMYB-like DNA-binding domain
を示す。 
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Figure 31 ミズナとミブナの BrGL1の発現量 

	 ミズナとミブナの葉原基におけるBrGL1の発現量。標準偏差をウェルチの t検定で算出した結果、p < 0.05であ
った (n=3)。 

Figure 32 6番染色体上の BrGL1の配列 

	 ミズナとミブナの６番染色体上のBrGL1の配列を比較した結果、どちらもB-alleleと同じ５塩基の欠損が見
られた。 
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Figure 33 ミズナおよびミブナの 9番染色体上の BrGL1の模式図と、下流の配列の比較 

	 (A) 白い四角で示されているのがBrGL1のエキソン、黒線は非転写領域を示している。ⅰ,ⅱで示した転写領域の下流の配列を、

B. rapaの配列と合わせてアライメントしたものが (B) で、ミズナおよびミブナ間で挿入/欠損が見られた。塩基番号は、BrGL1の
スタートコドンから数えている。 
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Figure 34 B. rapaの 9番染色体上の BrGL1の遺伝子型 

	 9番染色体上のBrGL1の下流の配列をPCRで増幅させた結果、ミブナでは400 bp付近に (第2レーン) 、ミズナでは200 bp付

近 (第 3レーン) でバンドが見られる。ナバナ、カブ、紫姫ではミズナよりも短いバンドが見られ (第 4レーン: ナバナ)、ハクサイ

とあやめ雪では 200 bp付近に重複したバンドが見られた (第 5レーン: ハクサイ)。第一レーンはマーカーで、左の数字はマーカー
バンドの長さ (bp) を示している。 
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Figure 35 BrGL1の遺伝子型と、トライコームの数との関連 

	 縦軸がトライコームの数、横軸が 9 番染色体上の BrGL1 の遺伝子型を示す。各ミブナの品種について、9 番染色体上の

BrGL1とトライコームの数をプロットした結果、遺伝子型とトライコーム数に関連は見られなかった (A)。これらの品種の

うち、6番染色体上のBrGL1がB-alleleだったもののみについて解析した結果、Mibuna GL1-alleleを有する方がトライコ

ーム数が増加する傾向が見られた (B)。一方で6番染色体上のBrGL1がA-allele (C)、またはA,Bのヘテロだった場合 (D)、
9番染色体上のBrGL1の遺伝子型とトライコーム数との相関は見られなかった。 
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2-4. 考察 
 
2-4-1. ミズナおよびミブナにおけるトライコーム数のQTL解析 
 QTL解析を用いて、ミズナとミブナのトライコーム数の違いにおける原因遺伝子の単離を行った。
F2世代についてトライコーム数を測定したところ、2013年も2014年も、正規分布のような分布を
示さなかった (Fig. 28)。このことは、単一または少数の遺伝子座が形質に寄与していることを示して
いる。2013年と2014年に行ったQTL解析の結果、どちらの年からも9番染色体に寄与率の大き
なトライコーム形成に関連するQTLが得られ (Fig. 27, Table 11)、このQTLからはGL1というシ
ロイヌナズナにおいてトライコーム形成に重要な転写因子のホモログが見つかった。ミズナおよびミ
ブナにおける BrGL1の発現量を確認するためにqRT-PCR による発現量の比較を行った結果、ミブ
ナのほうが発現量が有意に高いことがわかった (Fig. 31)。形質転換等により確認する必要があるが、
このBrGL1の発現量の違いが、ミズナとミブナのトライコーム数の違いの原因である可能性がある。 
 
2-4-2. ミズナおよびミブナにおけるBrGL1転写領域の下流配列の比較および6番染色
体上のBrGL1の配列 
 シロイヌナズナにおいては、GL1の発現制御は転写領域よりも下流の配列が重要であることが知ら
れている (Larkin et al., 1993)。そこで、ミズナとミブナのBrGL1の下流の配列を比較した結果、
ミズナおよびミブナ間で配列が大きく異なり、特にスタートコドンから数えて2200 bp ほど下流に
おいて、ミブナには約200 bpの長い挿入配列が見られることが分かった (Fig. 33)。この領域は、前
述したGL1の発現制御に重要と考えられる領域であり、この配列の違いが、ミズナとミブナのBrGL1
の発現量の違いの原因であると示唆される。 
 B. rapaのトライコーム形成については先行研究があり、QTL解析の結果などから、6番染色体上
のBrGL1が重要な役割を持つことが報告されている (Li et al., 2009; Kubo et al., 2010)。しかし、
本研究のQTL解析では6番染色体上にトライコームに寄与するQTLは検出されなかった。加えて、
確認のためにミズナとミブナの6番染色体上のBrGL1の配列を調べたところ、どちらも転写配列の
塩基の欠失により、機能を失った遺伝子を有していることが分かった (Fig. 32) (Li et al., 2011)。ミ
ズナでのトライコームの減少は6番染色体のBrGL1の機能欠損、および9番染色体のBrGL1の発
現量が低いことが同時に起こることよって生じていると考えられる。このことはB. rapaのトライコ
ーム形成にはこれまでに報告のあった6番染色体の他にも、新たに9番染色体のBrGL1も機能する
ことがあることを示しており、トライコーム形成における重要な因子であることが明らかになった。 
 
2-4-3. ミブナにおけるBrGL1の対立遺伝子の多様性とトライコーム数との関連 
 ミブナの他の各品種について、それぞれ複数個体について9番染色体上のBrGL1の下流配列を解
析した結果、品種内でも遺伝子型にばらつきが見られ、Mibuna GL1-allele を有するものの他、
Mizuna GL1-alleleを有するものもいくつか見つかった (Fig. 35)。この遺伝子型とトライコームの数
との関連を調べた結果、6 番染色体上の BrGL1が機能を失っているB-allele ホモである場合では、
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Mibuna GL1-alleleを持つとトライコームの本数が多くなることが分かった (Fig. 35 B)。このことは、
9番染色体上のBrGL1は、6番染色体上のBrGL1が機能を持たない場合、その機能を補償すること
を示している。一方で、6 番染色体上の BrGL1 が機能を有する A-allele だった場合、Mibuna 
GL1-alleleとトライコームの数との相関は見られなかった (Fig. 35 C, D)。このことは、6番染色体
上のBrGL1が機能している場合は9番染色体上のBrGL1はトライコームの数に影響していないこと
を示している。詳細な原因遺伝子の解析などが必要であるが、このような場合には3番染色体上のQTL
などが形質に寄与する可能性が考えられる (Table 11)。 
 
 
2-4-4. BrGL1の遺伝的多様性とミブナの来歴について 
 先行研究より、ミズナとミブナは、日本に持ち込まれてから独自に進化したと考えられている 
(Takuno et al., 2006)。9番染色体上のBrGL1の下流の配列を比較した結果、ミブナよりもミズナ
のほうが、ハクサイ (B. rapa) と近い配列を有していることが分かった (Fig. 33 B)。このことは、
ミズナがB. rapaから分岐した後にミブナが誕生した可能性を示している。本研究で調べた限りでは、
ミブナ以外のB. rapaで、９番染色体におけるBrGL1がMibuna GL1-alleleを有するものは見つか
らなかった (Table 13)。このことは、この配列はミブナのみに見られる配列であり、ミブナが分岐し
た後に獲得された対立遺伝子である可能性を示している。今後、9番染色体上のBrGL1の遺伝子型を
解析することで、ミブナの来歴が明らかになるかもしれない。興味深いことに、ハクサイ、ナバナ、
カブなどの9番染色体上のBrGL1は、Mibuna GL1-alleleでもMizuna GL1-alleleでもない対立遺
伝子を示した (Fig. 34, Table 13)。B. rapaのBrGL1には、まだ未発見の対立遺伝子が存在する可
能性があり、トライコームの数と BrGL1 の遺伝子型を解析することで、新規の発現制御機構が明ら
かになるだけでなく、ミズナおよびミブナに限らず、広くB. rapaの多様性について知見が得られる
可能性がある。  
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第 3章 
文献によるミズナとミブナの来歴調査	 
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3-1.序論 
 
 ミズナとミブナが古くから日本で栽培されてきたものであることは間違いないが、その詳しい来歴
については分かっていない。ミズナとミブナは、広くは漬け菜として分類される (青葉, 1981)。漬け
菜については明確な定義があるわけではないが、主に漬物や煮物に利用されるアブラナ属の葉菜類の
中でも、ハクサイのような結球性を示さないものを指すことが多い。漬け菜は古くから多くの種類が
栽培されており、古い文献では「菘」と記載されている。「菘」の読み方はナ、スウ、アオナ、タカナ、
ウキナなど様々であり、アオナとはカブ類を指していたこともあることから、「菘」とはカブ類なども
含めた多くの種類の野菜類の総称であったと考えられている (高崎, 2003)。また、延喜年間 (901年
～923年) に編纂された日本に現存する最古の薬物辞典 (本草書) である『本草和名』 (深江輔仁) に
は、「菘」の一種として「百葉」という植物について記載されている。ミズナが数多くの葉をつけ、現
在でも「千筋水菜」などの呼称が残っていることから、この百葉がミズナの原種であった可能性があ
る。 
 ミブナについての記録は、1787 年に刊行された『拾遺都名所図会』に、壬生地方におけるミブナ
の栽培について描かれている。しかしここに描かれているミブナの葉は、ミズナのような切れ込みの
ある葉が描かれており (Fig. 2)、現在の丸い葉のミブナがいつ頃成立したものであるかについては不
明であった。このように、江戸時代は農耕や出版の技術が発達した時代であったため、多くの農学書
が出版されており、ミズナやミブナに関する記録もこの時期から多数残されている。そこでこれらの
文献が刊行された年代と記載内容を調査すれば、鋸歯を有する葉を持つミズナから、丸い葉のミブナ
が誕生した年代や、葉の形態の推移の過程を明らかにできると考えた。ミズナとミブナの形態の多様
化についての文献調査の結果と、前章までで述べたミズナとミブナの遺伝的な背景の結果を合わせて
考察することで、ミズナとミブナに見られる葉形変異の歴史を文化的な側面からも明らかにできると
考えた。 
 本章では、ミズナとミブナおよびそれらに関連する野菜類について、特に葉の形態の推移に注目し
て、1700年代から1900年代前半に刊行された地誌や農学書などを中心に文献の調査を行った。文
献の年代と、その記載内容や画に残された葉の形態を参照することで、ミズナとミブナの葉の形態の
多様化が生じた年代とその原因の推定を行った。  
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3-2. 結果と考察 
 
3-2-1. ミズナの来歴 
 ミズナの葉の形態について調査する前に、まずはミズナの来歴に関する記録について調査した。ミ
ズナの来歴については『本草図譜』 (岩崎灌園、1828) に記載がある。これによると、ミズナは中国
の農書である『農政全書』に記載されている「水蕪菁」に該当し、カブなどと同様に中国から入って
きたとされている。しかし「水蕪菁」がどのような野菜かは不明であり、さらに中国ではミズナに該
当するような野菜は栽培されておらず、ミズナが中国から移入したという直接的な証拠は見られない。
総合序論でも述べたように、種皮型の解析から、ミズナは日本独特のものである可能性が高く (青葉, 
1964, 1981, 2013)、少なくとも古くから日本で栽培されていたものであると考えられる。また、土
御門泰重の日記である『泰重卿記』には、寛永七年 (1630年) 正月に「水入菜」を御所に送ったと記
録されており、この水入菜とはミズナのことである。さらに1645年に松江重頼より刊行された俳諧
論書の『毛吹草』には、山城の九条の名物として「水菜」が挙げられており、これがミズナという言
葉自体の最も古い記載である。ミズナについてはその他にも多くの文献に記録されており、葉が柔ら
かくて美味であることから、当時から幅広く利用されていた野菜であることが窺える。 
 
3-2-2. ミズナの葉の形態の記載と壬生地方における栽培について 
 次に、過去の文献に記載されたミズナの葉の形態について詳しく調査した。これまで調べた限りで
最も古いミズナの画は、加賀の土屋又三郎によって1707年に刊行された『耕稼春秋』に見られ、明
らかに切れ込みのある葉が描かれている (Fig. 36 A)。また、後藤光生の『隨観写真』 (1757) (Fig. 36 
B)、1804年に刊行された『成形図説』 (Fig. 36 C)、岩崎灌園により1828年に刊行された『本草
図譜』 (Fig. 36 D) にもミズナの画が描かれており、これらの全てで切れ込みのある葉が描かれてい
る。このように、ミズナに関しては比較的多くの記録が残されており、古くから切れ込みのある葉を
有していたことは間違いないと思われる。 
 ミズナはミブナが誕生したとされる壬生地方における栽培が盛んであったようで、農学者である村
松標左衛門の所有していた『本草綱目啓蒙』 (1805) には、菘の項目に「水菜 京 壬生ノ名産」と
いう赤字による書き込みがある。『本草綱目啓蒙』は、中国の最も充実した本草書として知られている
『本草綱目』について、本草学者である小野蘭山 (1729～1810) が口授した内容を整理したもので
ある。小野蘭山は日本のリンネと称されるほどの江戸時代における大学者であり、村松標左衛門は小
野蘭山の門下生の一人であった。上述の赤字による書き込みは村松標左衛門本人によるものと思われ
る。 
 
3-2-3. ミブナという呼称の成立について 
 次に、ミブナの葉に関する記述を詳しく調べた。ミブナに関する最も古い記述は、1787 年に刊行
された『拾遺都名所図会』で見つかった。『拾遺都名所図会』は江戸時代の地誌であり、京都の壬生地
方におけるミブナの栽培について記述されている。ここには「水菜は京の名産」「一説に水菜にあらず
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壬生菜なりとぞ」と記載されており、ここでも壬生地方においてミズナの栽培が盛んであったことが
窺える。しかし、『拾遺都名所図会』に描かれている野菜の葉は、ミズナのような切れ込みのある葉が
描かれていることが分かる (Fig. 2)。ここに描かれている野菜は、画面右上で栽培されている未収穫
のもの、あるいは画面右下にある収穫後のものを見てみるとカブのようなものが描かれており、現在
のミズナおよびミブナとは形態が異なる点も多い。しかし葉の形態に関して言えば、1787 年の段階
では現在のようなミブナは誕生しておらず、当時のミブナはミズナのような、切れ込みのある葉を有
していたと考えられる。 
 この『拾遺都名所図会』に描かれたミブナは、現在のミブナとは形状が大きく異なることから、ミ
ブナではなくミズナであるとする見解も多い (林, 1975, 1963; 宗政・西野, 1997; 高崎, 2003, 
2004)。しかし、やはりミブナに相当する漬け菜であったとも考えられる。文献調査の結果より、ミ
ズナは壬生の名産であるという意味で、「壬生水菜」やそれに近い表現で記されている例が多いことに
筆者らは注目した。例えば京都の座敷唄である『はっはくどき』 (成立年代不明) には京都の名物とし
て「東寺かしら芋に壬生水菜」と唄われている。他にも、野村立英 (1751～1828) の『しきのくさ
ぐき』 (成立年代不詳) では、ミズナは「壬生の菜」とされている。さらに、1778年に刊行された京
都の名産について紹介された文献である『水の富貴寄』 (橘井栄助) にも「壬生水菜」という記述が見
られ、ここに添えられている簡単な画には明らかに切れ込みのある葉が描かれている (Fig. 37)。これ
らの記載は、壬生で栽培されていた漬け菜 (壬生水菜) はミズナとして認識されており、その葉は切れ
込みを有していたことを示している。先ほど示した、非常に写実性の高いミズナの画が描かれている
『成形図説』 (1804年) でもミブナに関する記載は見られなかったことも考えると、1800年代前後
ではミブナという名称は完全には定着しておらず、名称的にも形態的にも、ミズナとミブナが区別さ
れていなかったことを裏付けている。当時は壬生地方の名産で質の良いミズナを「壬生水菜」「壬生の
菜」と呼んでおり、最終的にそれが転じてミブナという呼称が生まれたと推察できた。 
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 Figure 36 (A) 耕稼春秋	 1707年 (日本農書全集4巻)、(B) 隨観写真 1757年 (東京国立博物館情報アー

カイブ)、(C) 成形図説 1804年 (国立国会図書館デジタルコレクション)、(D) 本草図譜 1828年 (国立国会

図書館デジタルコレクション） 
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Figure 37 水の富貴寄 1778年 (新選京都叢書第八巻） 

Figure 38 穀菜弁覧 1889年 (国立国会図書館デジタルコレクション) 
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3-2-4. 丸い葉のミブナの成立 
 次に、ミブナの葉が現在のように丸くなった過程に注目して文献を調査した。今回調査した限りで
は、最も古い丸い葉のミブナについて描かれていたものは、1889 年に刊行された『穀菜弁覧』 (竹
中卓郎) であった。ここには切れ込みのある葉を有するミズナと、丸い葉のミブナの両方が描かれて
いる (Fig. 38)。この記録から、1889年には間違いなく丸葉のミブナが成立していたことになる。さ
らにより古い記録では、1878年の『植物図教授法』 (柴田勝良) にあるミズナの絵は切葉を有してい
るが (Fig. 39)、ミズナの説明で「水菜ハ其葉歯牙形ヲナス又縁の平ナルモノアリ」 (下線は筆者によ
る) と記載されている。この「縁の平ナルモノ」とは現在におけるミブナのことであると推察でき、
丸葉のミブナが誕生していた可能性を示している。また、1873 年に伊藤圭介により刊行された『日
本産物誌』には、ミズナについて「壬生村ニテ作ル者ヲ壬生菜ト云 上品ナリ 葉ニ缺刻ナシ」 (下
線は筆者による) との記述がある。これが、今回の調査で発見できた最も古い丸い葉のミブナに関す
る記録であり、「壬生菜の葉に欠刻 (切れ込み) が無い」ことが明確に記述されていることから、1873
年には丸い葉のミブナが成立していたと考えられる。なお、最も古い丸い葉のミブナの写真について
は、1915年に刊行された『明治園芸誌 京都の維新後の変遷』 (勤修寺経雄) で見られ、「中堂寺水菜」
として丸い葉を有するミブナの写真が掲載されている (Fig. 40)。中堂寺は壬生寺の隣にある寺で、中
堂寺近辺で成立した早生品種のミブナが当時、中堂寺早生もしくは中堂寺水菜と呼ばれていた (京都
府農会, 1909)。また、1909年の『京都府園芸要鑑』 (京都府農会) には、真正壬生菜の説明に「葉
柄繊細繊維少なくして柔軟なり丸葉にして色は淡緑に白菜に近し」 (下線は筆者による) とあり、ミブ
ナが丸葉であることが明確に記述されている。 
 丸い葉のミブナが成立した1873年以前の記録で、1856年に刊行された『草木図説』に、ミズナ
に関する興味深い記述が見つかった。『草木図説』には非常に写実性の高いミズナが描かれていて、特
徴的な葉形が正確に描かれている (Fig. 41)。そこには、「葉 油菜葉ニ似テ痩小 缺刻深シテ尖鋭不
齊 一根數百葉ヲ簇生シ」と記述されており、ミズナの葉の切れ込みについて詳細に記述されている。
さらにミブナについても触れられていて、「又 葉缺刻少シテ柄白フシテ柔ニ 味厚キモノヲ 壬生ノ
名産トス故ニ 京ニテ 壬生菜 ノ称アリテ 之ヲ貴フ 又 上条ノ如クシテ葉尖圓キモノヲ マル
葉 ト云フ」 (下線は筆者による) という記載が見られ、ミブナの葉の欠刻が少なかったことや、葉の
先端が丸いことから丸葉と呼ばれていたことが記されており、当時ミブナの葉とミズナの葉とが明ら
かに形態が異なるものとして認識されていることが分かる。注目すべき点はミブナの葉の欠刻が「少
シテ」と記述されていることで、葉の欠刻は現在のミブナのように「無かった」のではなく、少しは
見られたことが窺える。つまり『草木図説』が刊行された1856年の時点では、ミブナの葉は、ミズ
ナと比較して明らかに単純化しているが、現在のような完全な丸い葉への移行期であったと考えられ
る。 
 さらに、1800年代中頃はミブナの葉の形態の移行期であったことを示唆する書物に、『植物図説雑
纂』 (伊藤圭介) がある (近世歴史資料研究会, 2012)。ここでは、ミズナについては漬け菜の一種と
してまとめられ、数多くの写生図や印葉図 (植物の葉や花に墨を塗って紙に転写する拓本) が記録され
ている (Fig. 42)。ミズナについては「水菜の一種」として変種と思われる植物の葉についても多く記
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録されており、たとえば「キヤウナ 変葉ノ種 缺刻少ナキモノ」として、現在の広茎京菜のような
葉を有する植物の印葉図が残されている (Fig. 43)。この記録もまた、『植物図説雑纂』が編集されて
いた当時、ミズナの中に丸葉に近いようなものがあったことがわかる。『植物図説雑纂』は275 冊に
もなる資料であり、幕末から明治の初期の長期間に渡ってまとめられたので、ミズナに関する記述が
いつ頃のものかを推定することは難しいが、伊藤圭介が植物学者として活躍しはじめた1827年以降
のものであることは間違いない。 
 興味深いことに、『植物図説雑纂』にはミブナについての記述がほとんどみられない。唯一見られた
ミブナに関する記述は、ミズナの写生図の説明で、「壬生ノ名産ナリ 故ニ壬生菜トモ云ウ (トモは合
略仮名)」というものであった。ミズナのことを「壬生菜ともいう」と述べられていることから、明ら
かに両者が同一視されていたことがわかる。一方で、先ほど紹介した伊藤圭介が1873年に出版した
『日本産物誌』ではミブナが丸葉であることがはっきりと述べられている。このことから、『植物図説
雑纂』におけるミズナに関する記載は、遅くとも1870年以前に編集されたと考えられ、資料の大半
は1800年代の中頃にまとめられたものと考えられる。 
 このように、1800 年代中頃に編集された資料では、飯沼慾斎の『草木図説』ではミブナの葉に欠
刻が少なかったこと、伊藤圭介の『日本産物誌』では欠刻がないと記されていることがわかった。以
上、これまでに調査した文献の記載から考えられることを整理すると、1700 年代の終わりにミブナ
という呼称が確立し、その後1860年くらいにかけて葉の形が丸葉に近くなり、1873年には丸葉が
成立していたと考えられる。当時の本は木版印刷であり、本の執筆から出版までに相当の時間がかか
ったであろうことをも考えれば、1860 年代の終わり頃には丸葉のミブナが成立していたと考えられ
る。今回調査した文献の中で、ミズナやミブナの形態に関する記述があったものについて、記載内容
と年代を (Table 14) にまとめた。 
 
3-2-5. カブ類との交雑によるミズナの葉形変異 
 これまでの調査結果から、1700 年代中頃のミブナは切れ込みのある葉を有しており、丸い葉のミ
ブナが成立したのは1800年代の中頃であると考えられた。これは、わずか100年ほどの期間におい
て、ミブナに劇的な葉形変異が起こったことを示している。また、第1章の結果より、この葉形変異
には4箇所もの遺伝子座の変異が関連していることが分かっている (Fig. 9, Table 5)。これほどの変
異がわずか100年ほどの期間に、自然に生じたとは考えにくい。よっておそらく、ミブナの丸葉は他
のB. rapaの植物と交雑することによって誕生したのではないかと考えられた。B. rapaは他殖性で
あり、他のB. rapaと容易に交雑する。そして、現在のところ仮説でしかないが、B. rapaの中でも
カブ類との交雑によって誕生したと考えられた。京都には聖護院蕪という京都原産のカブがある他、
壬生地方のすぐ側にある神泉苑町では、大阪原産のカブである天王寺蕪からうぐいす菜という漬け菜
を育種したと伝えられている (上田, 2003)。このように、京都ではカブの育種が盛んに行われていた
と考えられ、壬生地方でも栽培は盛んであったと想像される。交雑により得られた個体は雑種であり、
他の品種から遺伝子が持ち込まれることで形質が変化することが多い。 
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 前述した『京都府園芸要鑑』には、壬生地方におけるミブナの栽培の様子や栽培方法について詳細
に記されていることから、明治時代において壬生近辺はミブナやミズナが盛んに栽培されていたこと
が窺える。残念ながら、ミブナが誕生したと考えられる1800年代において、壬生地方でどのような
作物が栽培されていたかについては記録が見つからなかった。しかし、『都紀行』によると1864年3
月19 日 (旧暦) に壬生寺で演じられている壬生狂言を見物していて、「桶取・ほうろくわりなどの狂
言を見物して門外へ出るに、京菜の花盛りてあたかも毛氈の美なるを敷ことくなり」 (下線は筆者に
よる) と記したあと、「菜の花の桶へ散りこむ踊りかな」 (下線は筆者による) と詠んでいる。このこ
とから、当時、壬生寺の近辺で京菜や菜の花が育てられていたことがわかる。「菜の花」とは春に黄色
い十字花を咲かせるアブラナ属植物の総称であり、カブ類もアブラナ科に分類される。また、窪田修
佐の『京都繁昌記』 (1896) に壬生狂言の解説があり、「四条千本の壬生寺は古刹なり。春色駘蕩と
して、菜花金を吐き、雲雀空に吟じて、胡蝶花に舞ふ。」 (下線は筆者による) という記述がある。こ
の記述から、壬生でアブラナ属植物の栽培が盛んであったと推察できる。 
 先ほども述べたように、多種類のアブラナ属植物を狭い面積で栽培すると、比較的容易に他の品種
と他殖してしまう。ミズナを栽培する際、当時の農業のように農家が自家採種する場合、交雑による
種子が多く含まれることになる。そのような種子を播種すると、栽培しているはずの野菜とは見た目
や性質が違ったものが育つことが多い。交雑による農作物の変化は農家にとっては古くから問題であ
ったようで、廣川獬の『長崎見聞録』 (1818) には、長崎の名物の唐菜 (唐人菜、長崎白菜の原種) の
栽培に関する解説の中で“京都にて作られるミズナを、他所にうつしても、同じものは育たない”とい
う内容の記述がある。また、田村吉茂の『農業自得』 (1841) には、作物の性質の変化について詳し
く解説されていて、水菜 (京菜) についても“種子を関東に持ち帰っても、３、４年で別の野菜に変わ
ってしまう”といった内容が記されている。これらの文献に書かれているようなミズナの性質の変化は、
交雑が原因によるものと考えられる。また、『砂畠菜伝記』 (著者未詳、1831) には、唐菜の採種用
の株を育てるときの注意として、ミズナ、からし、ダイコンなどを近辺に植えないこと、さらにミズ
ナについても、カブ類を近くで栽培しないことを注意点として挙げている。これは、ミズナなどは近
くに植えられた植物の影響を受けて性質が変わること、つまり交雑することが経験的に理解されてい
たことを示している。これらの文献の記載からも、当時の農業生産においては交雑による性質の変化
が頻繁に生じていたことがわかる。 
 ミズナなどの漬け菜の栽培においてはカブとの交雑がよく生じていたと思われる。宮崎安貞の『農
業全書』 (1697) では、菘の説明において、「根大きなるあり。小きあり」とあり、漬け菜とカブと
の交雑によって、様々な形態が生じていたと推察される。また、今回の文献調査では、多くの文献に
おいて漬け菜とカブ類とが同じ類として分類されていた。これは、経験的にミズナとカブ類が近縁で
あることが理解されていたことを示している。一般にアブラナ属の植物の葉は葉縁に鋸歯が見られる
ものが多いが、近畿地方で古くから育てられてきた近江カブ、聖護院カブ、天王寺カブ、うぐいす菜
などの葉はミブナのような丸い葉を有している。これらのことから、丸い葉を持つカブ類とミズナと
交雑することで、現在の丸い葉のミブナが誕生したきっかけとなったと推察した。前述した『拾遺都
名所図会』のミブナには、カブのようなものが描かれていることもまた、この仮説を裏付けているも
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のと考えられる (Fig. 2)。さらに、先に述べた伊藤圭介の『植物図説雑纂』には、「水菜の一種」とし
てカブのような植物が記録されている。葉の形に注目してみると、この「水菜の一種」は、同じ『植
物図説雑纂』に記録されているミズナと比較して、葉の形が比較的単純に描かれており (Fig. 44)、交
雑による葉の形態変化が生じていたことを示唆している。この植物と現在のミブナとの関連について
は不明であるが、「ミブナが誕生したきっかけは、ミズナと丸い葉を有するカブ類との交雑」という仮
説を支持するものであると思われる。 
 今回の文献調査の結果より、ミブナは当時、壬生地方で栽培されたミズナのことを指していたこと、
切れ込みのある葉を持つミズナと丸い葉のミブナは1860年代の終わり頃に成立したことが示された。
ミズナおよびミブナの遺伝的解析により分岐の年代を推定し、この年代に合致するようであれば、生
物学のみならず、文化的にも興味深い結果になると考えられる。さらに、丸い葉のミブナの誕生は、
カブ類が交雑することによって生じたことが可能性として示された。よって今後は、丸い葉を有する
カブ類についても遺伝的解析を行うことで、ミズナとミブナの葉の形態の多様化について、明らかに
できる可能性がある。 
 江戸時代は人口の増大に対応するために、農業技術が劇的に発達した時代であった。さらに、印刷
技術の発展もあって、その技術を伝えるための農学書などが全国で出版されていた。また、小野蘭山
や飯沼慾斎といった研究者によって日本の草本学が進められ、さらにシーボルト (ドイツの博物学者) 
に師事した伊藤圭介らによって日本の植物学の基礎が築かれた時代でもある。本研究ではミズナとミ
ブナの来歴に注目して文献調査を行ったが、これらに限らず日本の文献について詳細に調査を行うこ
とで、野菜類を中心とした日本の食文化や育種の歴史などが明らかにできると考えられる。 
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Figure 39 植物図教授法 1878年 (国立国会図書館近代デジタルライブラリー） 

Figure 40 明治園芸誌 京都の維新後の変遷 1915年 
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Figure 41 草木図説 1856年 (国立国会図書館デジタルコレクション） 
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 Figure 42 植物図説雑纂 「京ナ (ミヅナ）」 年代不明 (近世植物・動物・鉱物図譜集成） 

Figure 43 植物図説雑纂 「キヤウナ 変葉ノ種	 缺刻少キモノ」 年代不明 (近世植物・動物・鉱物図譜集

成） 
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Figure 44 植物図説雑纂 年代不明 (近世植物・動物・鉱物図譜集成） 
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第 4章 
ミブナの葉形の成立とカブ類の関係	 
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4-1. 序論 
 
 第3章の来歴調査の結果、ミズナの鋸歯のある葉からミブナの丸葉への葉形変化には、カブ類の交
雑が関係しているのではないかと考えられた。よって第4章では丸い葉を有するカブ類について遺伝
的解析を行うことで、ミズナにカブ類が交雑することによってミブナが誕生したという仮説の検証、
および交雑したカブ類の品種の解明を目指した。江戸時代を中心とした文献調査の結果からミズナと
ミブナの分岐の原因について仮説を設定し、その仮説を遺伝的に裏付けることができれば文化的な意
義も大きいと考えられ、京都を代表する伝統野菜であるミズナとミブナの育種の歴史の一端が明らか
にできると期待される。 
 カブはミズナおよびミブナと同じB. rapaの一種で、世界中で栽培されている。分類は大きくアフ
ガニスタン原産のアジア型と、地中海付近原産のヨーロッパ型に分けられ、西日本ではアジア型が、
東日本ではヨーロッパ型が多い。これらは、種皮型の解析などで分類できる (青葉, 1964, 1981, 
2013)。 
 ミブナが誕生した地域である京都府のカブ類には、日本最大の蕪である聖護院蕪が知られている。
聖護院蕪は京都の聖護院村が原産と言われ、言い伝えによると聖護院の百姓である伊勢屋利八が現在
の滋賀県から持ち帰った蕪類が起源とされている。すぐき菜もまた、京都特産の蕪類として知られて
おり、1600 年頃から栽培され始めたと言われている。もともとは原始的なカブとされていて、原種
はすでに絶滅しており、聖護院蕪との交雑で現在のすぐき菜が誕生したとされている (青葉, 1981)。 
 京都以外の西日本におけるカブについては、滋賀県で古くからカブ類が栽培されていたことが知ら
れている。万木蕪は高島郡安曇川町西万木地方の特産で、400年以上の歴史がある。万木蕪の起源に
ついては、現在の愛知県から取り寄せられたものであるとか、逆に愛知県の方に移されたという言い
伝えもある (青葉, 1981)。また、滋賀県蒲生郡日野町を中心に栽培されているカブ類に日野菜蕪が知
られ、これは現在では三重県で盛んに栽培されている。『日野町誌』によると、日野菜蕪はこの地域に
野生していたカブ類を品種改良したものが起源とされている (青葉, 1981)。また、大阪には大阪市天
王寺付近で栽培されてきた天王寺蕪がある。天王寺蕪は日本最古の蕪類で、関西に限らず全国で栽培
され、各地に本種から誕生したというカブ類が残されている。壬生地方の隣にある神泉苑町では、う
ぐいす菜という漬け菜が誕生したと伝えられていることを第3章にて述べたが、これは天王寺蕪の早
生種として育種されたとされている。さらに、少し離れた中国地方でも、島根県松江市付近で栽培さ
れている津田蕪などが知られている。津田蕪は、江戸時代初期に近江 (現在の滋賀県) から持ち帰った
ものが起源とされている (青葉, 1981)。 
 カブの食用部位は主に胚軸からなり、葉の形態についてはあまり注目されないが、切れ込みのある
ものから丸いものまで様々な形態がある。そして、上述の聖護院蕪や万木蕪など近畿圏で古くから栽
培されていたカブの原種は丸い葉を有するものが多い。第3章で詳しく述べたように、『拾遺都名所図
会』に描かれた野菜にカブのようなものが描かれていることからも、ミブナがカブとの交雑種である
ことを強く示唆している (Fig. 2)。そこで第4章では、主に関西で栽培されている丸い葉を有するカ
ブ類について遺伝子型を解析することで、丸い葉のミブナが誕生した遺伝的背景について明らかにす
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ることを試みた。第1章で明らかになったミズナとミブナの葉形に寄与するQTL付近のマーカーを用
いてカブ類の遺伝子型を解析し、各カブ類における遺伝子頻度を調べた。また、実際にミズナにカブ
類を交雑させ、F1世代の葉の形態を調べることで、丸い葉のミブナが誕生した育種の歴史の解明を目
指した。  
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4-2. 方法 
 
4-2-1. 植物の栽培法 
 実験に用いたカブ類については第1章同様、種苗会社より購入したものを用いた (Table 1, 7)。飛
鳥あかね蕪はナント育種株式会社 (奈良県 橿原市) から購入した。また、カブ類の抽苔についても第
1 章に記載したものと同様の条件で、3 週間育てた後に春化処理 (40 日、4℃) を行うことで花芽形
成させた。ミズナの柱頭にカブ類の花粉を受粉させることで、F1世代を得た。F1世代の種子は、播種
後、京都産業大学の温室で4週間、くみあいニッピ園芸培養土で生育させたのち、本葉を採取した。 
 
4-2-2. カブ類の遺伝子型の解析 
 各カブの品種は9-13個体について遺伝子型を解析した。PCRの条件など、カブ類の遺伝子型の解
析については、第1章で用いたCAPSマーカーの作成法と同じ方法を用いた。マーカーとして用いた
プライマーと制限酵素については (Table 15) にまとめた。 
 また、 BrLMI1 の解析には、第 1 章で用いた特異的プライマー  (LMI1_F5: 
5′-CGCGGTTTGGTTCCAGAA-3′; LMI1_R6: 5′-GATAAGCACAAGCTATTACGG-3′) を用いた。
PCRにはBIOTAQ™ DNA Polymerase (BIO LINE) を用いた。PCRは95°Cで1分処理後、30サ
イクルの95°Cで30秒, 60°Cで30秒、72°Cで30秒の処理を行い、最後に72°Cで4分処理した。
PCR産物は電気泳動を行い、バンドが確認できるか否かで遺伝子型の解析を行った。 
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4-3. 結果 
 
4-3-1. 各B. rapaの品種の葉形 
 本研究で用いたカブ類の葉を (Fig. 45) に示す。葉の形態は、どれも比較的単純な形状であるが、
ミブナのように完全に丸い形を有しているものは少なく、唯一うぐいす菜が完全に丸い形に近かった。
他のB. rapaは葉縁が波打った葉を有しているが、ミズナのような鋭い鋸歯は有していなかった。 
 
4-3-2. B. rapaの遺伝子型の解析 
 第1章で明らかにできた、ミズナとミブナの葉形変異に寄与するQTL付近のマーカーを用いて遺伝
子型を解析した。各マーカーの物理的位置をFig. 46 に、各カブ類9-14 個体について遺伝子型を解
析した結果をFig. 47に示す。6番染色体上のBra038607Mに注目すると、このマーカーの遺伝子
型はすべての個体においてミブナ型のホモを示していることが分かる (Table 16)。このことから、こ
のマーカー付近に6番染色体のQTLに存在する原因遺伝子が座乗している可能性がある。また、聖護
院蕪の6番染色体やあやめ雪の10番染色体の遺伝子型は、全てミブナ型のホモであった。これらの
カブ類は、各QTLにおけるミズナとミブナの葉形変異遺伝子のうち、ミブナ型の遺伝子を有している
可能性が高い。今回解析した中で、最もミブナ型の遺伝子を多く有していたのが京都が原産である聖
護院蕪で、次いであやめ雪、紫姫であった (Table 17)。よってこれらのカブ類の祖先や原種が、ミズ
ナとミブナの分岐に関わっていた可能性がある。 
 第1章の結果より、ミズナとミブナの葉形に最も寄与するQTLは７番染色体のQTLであった (Fig. 
9, Table 5)。７番染色体における遺伝子型の解析結果では、3つのマーカー全てでミブナ型の対立遺
伝子を有していたのは津田蕪のみであり、他では聖護院蕪や紫姫ではミブナの遺伝子頻度が比較的高
かった (Table 16)。さらに、ローブの形成に寄与すると考えられたBrLMI1の遺伝子型について、カ
ブ類における遺伝子型の解析を行った。ミブナでは増幅が見られないプライマーセットを用いてカブ
類の PCR を行った結果、すべてのカブ類において増幅が確認できた (Fig. 48)。これらのカブ類は、
ミブナ型のBrLMI1をヘテロで有している可能性はあるが、最低でもミズナのBrLMI1を1つは有し
ていることが分かった。この結果は、ローブの形成については、ミズナとミブナの葉の形態の多様性
の原因遺伝子が、カブ由来ではない可能性を示している。 
 
4-3-3. ミズナとカブ類の交雑 
 ミズナとカブ類とを交雑させてF1世代をつくった結果、葉の形態はミズナと比較すると単純な形と
なった (Fig. 49)。葉の形態に注目すると、親であるカブ類の葉と比較すると鋸歯が鋭く、すべての葉
においてローブが見られることが分かる。これらの葉形は、伊藤圭介が刊行した『植物図説雑纂』に
ある「水菜の一種」 (Fig. 44) の葉形と近く、「水菜の一種」がカブ類との交雑種である可能性を示唆
している。 
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Figure 45 カブ類の葉の形態 

	 播種後4週間育てたカブ類の葉を示す。(A) すぐき菜、(B)聖護院蕪、(C) 天王寺蕪、(D) 野

沢菜、(E) うぐいす菜、(F) あやめ雪、(G) 紫姫、(H) 日野菜蕪、(I) 津田蕪、(J) 万木蕪、(K) 
飛鳥あかね蕪、の本葉を示す。スケールバー；3 cm。 
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Figure 46 カブの遺伝子型の解析に用いた分子マーカーの物理的位置 

	 それぞれのQTLの周辺の模式図を示す。左端に、各染色体の番号が記されている。地図の上には、解析

に用いたマーカーの ID、下には得られた QTL と物理的位置 (Mb) が示されている。両矢印の下には、形

質の名前と特定した年度が記されている。DI; Dissection Index、Ser; 葉の先端の鋸歯、 lobe; ローブの深
さ、をそれぞれ示している。 
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Figure 47 カブ類における遺伝子型の解析 

	 第1章で検出した各QTL付近のマーカーを用いた、カブ類の解析の結果を示す。品種名の横の数字は、

解析に用いた各カブ類の個体数 (n) を示す。マーカー名と座乗する染色体の番号が左列に記されている。ド
ット柄 (オレンジ) がミブナ型ホモ、斜線 (青) がミズナ型ホモ、縦縞 (白) がヘテロ型の遺伝子型を示す。 
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Figure 48 BrLMI1の遺伝子型の解析 

	 BrLMI1の特異的プライマーを用いたPCRの泳動の結果を示す。各レーンの下に、解析を行った野菜類の

名称を示す。一番左のレーンがマーカーのレーンを示しており、左にマーカーの鎖長を示す。 
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Figure 49 ミズナとカブとの交雑 

	 ミズナとカブとを交雑させた F1世代の、播種後 4週間後の葉を示す。それぞれ、(A) すぐき菜、(B) 天王

寺蕪、(C) 野沢菜、(D) うぐいす菜、(E) あやめ雪、(F) 紫姫、(G) 日野菜蕪、(H) 津田蕪、(I) 万木蕪、とミ
ズナと交雑させた個体の本葉を示す。スケールバー；3 cm。 
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4-4. 考察 
 
 第3章におけるミズナとミブナの来歴調査の結果から、ミブナはミズナとカブとが交雑したことで
誕生した可能性が高いと考えられた。この仮説を検証するために、カブ類の複数個体について遺伝子
型の解析を行い、ミズナとミブナの対立遺伝子における遺伝子頻度を調べた。 
 第1章で詳細に解析した7番染色体のQTLについては、Bra004365MがすべてのB. rapaにお
いて一つ以上のミブナ型ホモの遺伝子型を有していた (Fig. 47, Table 16)。このことから、7番染色
体のQTL は、カブ由来の遺伝子がミズナとミブナの葉形の多様性の原因遺伝子である可能性がある。
もう一つ詳細に解析した10番染色体のQTLについては、あやめ雪や日野菜蕪が比較的多くのミブナ
型の遺伝子を有していた一方で、全体的にミブナ型の遺伝子はあまり多く見つからなかった (Fig. 47, 
Table 16)。加えて、ローブ形成の原因遺伝子である可能性が高いBrLMI1については、ミブナ型ホ
モの遺伝子型を有するカブ類は見つからなかった (Fig. 48)。ミブナのBrLMI1をヘテロで有するカブ
類が存在する可能性は残るが、10番染色体の葉形変異の原因遺伝子はカブ類に由来するものではなく、
ミブナが独自に獲得した遺伝子型である可能性がある。 
 他のQTLについては、6番染色体上のマーカーであるBra038607Mによる遺伝子型の解析の結果
は、すべてのカブ類においてミブナの対立遺伝子を示した (Fig. 47, Table 16)。6番染色体における
解析では、他のマーカーにおいても比較的多くのミブナ型の対立遺伝子が見られたことから、6 番染
色体におけるミズナとミブナの葉形変異遺伝子はカブ類から由来するものである可能性が高いと考え
られ、特にBra038607M付近における遺伝子を解析することで、ミズナとミブナの葉形変異の原因
遺伝子を特定できると考えられる。9 番染色体上のQTL については、Bra031205M がすべての B. 
rapaにおいて一つ以上のミブナ型ホモの遺伝子型を有していた (Fig. 47, Table 16)。よって9番染
色体上におけるQTLもカブ由来の遺伝子が原因遺伝子である可能性があり、Bra031205M付近の遺
伝子を解析することで、葉形変異の原因遺伝子を特定できる可能性がある。 
 今回の解析では、紫カブについても複数の品種を解析した。『植物図説雑纂』に描かれている「水菜
の一種」の記述に注目してみると、「子ズミイロノトコロ紫」と書かれている (Fig. 44)。「子ズミイロ」
とは「子墨色」または「濃墨色」のことであると推察され、画中の葉の付け根の部分に当たる、着色
された部分が紫色であることが示されている。つまり、この「水菜の一種」は紫色を有しており、紫
カブの交雑によって生じた可能性が高い。本研究で解析した紫カブは、あやめ雪、紫姫、日野菜蕪、
津田蕪、万木蕪、飛鳥あかね蕪の6種類である。この中ではあやめ雪が最も多くのミブナの対立遺伝
子を有しており (Table 16)、さらにすべての個体において10番染色体の遺伝子型がミブナ型のホモ
であった (Fig. 47)。また、紫姫、津田蕪、飛鳥あかね蕪は、それぞれ6、7、9番染色体における遺
伝子型が、ミブナ型のホモの遺伝子型を比較的多く有していた (Fig. 47)。これらのカブ類もしくはそ
の原種が、ミズナとミブナの葉形変異に関わっている可能性がある。 
 ミズナとカブ類を交雑した F1世代の葉は、ミズナと比較して明らかに単純化された葉形を示した 
(Fig. 49)。このF1世代を継代するか、あるいは再度カブなどの丸葉のB. rapaを交雑することで、よ
り単純化した葉が誕生すると考えられる。 
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 今回解析したカブ類の中でも、特にミブナ型の遺伝子を多く有していたのが聖護院蕪であった (Fig. 
47, Table 16)。聖護院蕪は京都原産の野菜であり、当時の壬生地方でも近縁種が栽培されていた可能
性が高い。次いでミブナ型の遺伝子を多く有していたのは、あやめ雪と紫姫であった (Fig. 47, Table 
16)。これらのカブ類について品種改良の過程を解析すれば、ミブナの誕生に寄与したカブ類について、
新たな知見が得られるかもしれない。次に多かった津田蕪は島根県の蕪であり、京都からは地理的に
やや離れているが、もともとは京都の隣の滋賀県から伝わったとされている。よって津田蕪の原種が
京都でも多く栽培されていたか、あるいは津田蕪が島根県に伝わる過程で京都にも伝わっていたのか
もしれない。津田蕪だけでなく、ミブナ型の遺伝子型を持つカブについて、原種や来歴、京都での栽
培の歴史などを調査することで、ミブナが誕生したより詳細な背景を明らかにできると期待できる。 
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 葉をはじめとした生物の形態の多様性がどのように生じたのかを解析することは生物学の命題であ
り、その分子的な背景を明らかにすることは生態学的・進化学的にも意義がある。加えて作物の場合
は、その栽培化の過程をも明らかにできれば、文化的意義も大きい。本研究では、京都の伝統野菜で
あるミズナとミブナに注目し、その形態の多様性における遺伝的背景と来歴に関する研究を行った。 
 B. rapaの葉の形態については先行研究で、葉のローブに関するQTL解析が行われている。しかし、
葉の鋸歯に関する研究は見当たらない。ミズナとミブナを交配して得られたF2世代の葉の形態の複雑
さは正規分布に近い分布を示したことから (Fig. 6)、葉の形態形成には複数の遺伝子が寄与している
と考えられた。実際にミズナおよびミブナにおける葉の形態に関するQTL解析の結果、葉形変異には
4つのQTL が寄与していることが分かり、これらのQTL に葉形変異の原因遺伝子が座乗していると
考えられる。特に7番染色体に存在するQTLが形質への寄与率が高く、BrBLH3、BrTCP15、BrPIN3
といった候補遺伝子が見つかった。また、ローブの形成に寄与する 10 番染色体の QTL からは
BrGA20ox3、BrTCP21、BrLMI1といった候補遺伝子が見つかり、BrLMI1が原因遺伝子である可
能性が最も高いという結論に至った。今後は先端の鋸歯の形成に寄与する原因遺伝子の特定を目指す
ことで、葉の形態に関する新たな知見が得られる可能性がある。 
 ミズナ及びミブナのトライコーム形成に寄与する遺伝子としては、９番染色体上の BrGL1 が特定
できた。B. rapaのトライコーム形成には、これまでに6番染色体上のBrGL1が重要な働きを持つと
されてきたが、本研究では9番染色体のBrGL1も重要な機能を有することが示された。今回特定で
きた9番染色体のMibuna GL1-alleleはミブナの中でも限られた品種のみが有する対立遺伝子である
可能性が示され、解析を発展させることで、トライコームの形成と多様性に関する新たな知見につな
がると期待できる。 
 江戸時代の文献からミズナとミブナの育種の歴史について調査した結果、1860 年ごろに壬生地方
におけるミズナの栽培過程において丸葉のミブナが誕生し、間引きなどの人為的選択によって、丸葉
のミブナが誕生したという仮説が強く示唆された。このような国内の文献からの来歴の調査は、古く
からの情報が保存されている伝統野菜でないと難しい。京野菜は、日本の文化の中心であった京都で
長年育種されてきた伝統野菜で、国内で最も農学書などに記録が多い野菜のひとつと考えられる。そ
の中でもミズナとミブナは葉の形態が全く異なることから、当時の記録からも形態の多様化の過程が
比較的容易に読み取れた。丸葉のものが選択された理由は不明だが、単に形が珍しかったから選択さ
れたのかもしれないし、品質が良いものを選択していたら、たまたま丸葉のものが選択された可能性
も考えられる。このように、野菜類の形態の多様化を調査することは、植物科学のみならず歴史的・
文化的にも当時の農業の様子を知るという意味で意義が大きいと考えられる。 
 文献調査の結果より、ミズナとミブナの多様化の原因としてカブ類の交雑が考えられた。実際にカ
ブ類の遺伝子型を解析した結果、ミズナおよびミブナの葉の形態におけるQTL付近の対立遺伝子はミ
ブナの遺伝子型を有するものが多く、とくに聖護院蕪、あやめ雪、紫姫、津田蕪などがミブナ型の遺
伝子を多く有していた。これらのカブ類の祖先に当たるものがミズナと交雑することによって、丸い
葉のミブナが誕生したきっかけになったと考えられる。 
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 京都には、京野菜をはじめとした、様々な野菜類が栽培そして育種されてきた。これは京都が海か
ら遠く、海産物が手に入りにくいことから野菜類の重要性が高かったこと、気候が温和で台風の影響
なども受けにくく、農業に適している土地だったこと、寺社が多いことから野菜を利用する精進料理
が発達していたことなどが理由として挙げられる。また、何より京都はかつての都であり、人口が多
かったことからその需要を補うための野菜生産が盛んであったことは明白である。この際、より品質
の高い、あるいは珍しい野菜を栽培・販売したいと考える農家も多かったと考えられる。ミズナは壬
生の名産で、品質や味が良いことから盛んに栽培されていたと考えられるため、ミブナは当時におけ
るブランド野菜として誕生したのではないかと推察される。 
 ミズナおよびミブナを含めた野菜類は、モデル植物ではないことが多いため、品種間に見られる形
態の多様性を解析することが難しい。しかし近年、次世代シークエンス技術が利用しやすくなったこ
とから、非モデル生物であっても遺伝的背景を解析することが比較的容易になってきている。本研究
でも、RAD-seqやRNA-seqといった次世代シークエンス技術を用いることで、形態の多様性に関す
る知見が得られた。将来的には、野菜類をはじめとした非モデル生物における遺伝的な解析が行われ
ることで、今までは解明されてこなかった形態の多様性の背景の解明や、育種への応用につながると
期待できる。 
 本研究ではミズナとミブナの葉形変異についてQTLを明らかにし、複数の候補遺伝子を発見できた。
これらの遺伝子についてプロモーター領域の解析や、形質転換による遺伝子導入などを行うことで、
原因遺伝子が特定できると考えられる。また、ミズナからミブナが誕生した原因としてカブ類の交雑
が考えられ、遺伝的解析によってその仮説が一部裏付けられた。今後はミブナが誕生した江戸時代に
京都で栽培されていたカブ類の調査や、その遺伝子型の解析を行うことで、実際にミブナの誕生に寄
与したカブの品種を明らかにできると期待できる。一連の研究を通してミズナおよびミブナの葉の形
態の多様化の原因が明らかにできれば、伝統野菜の育種の歴史の一端を明らかにできるという点で、
生物学的のみならず文化的にも意義が大きいと考えられる。 
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