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 カケガワザクラの起源を探る Ⅵ 

（マイクロサテライト遺伝子の新分析法への挑戦） 
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１ 実験の動機 

 私たちの学校前を流れる逆川の両岸にはカケガワザクラというサクラが植えられている。このサ

クラはカンヒザクラとヤマザクラの自然交配によって生じた新品種とされており、3 月中旬に鮮や

かな淡紫紅色の花を咲かせる。2014 年 1 月の 3 学期始業式で校長先生が紹介され、初めてこのサ

クラの存在を知った。このサクラは同様の起源を持つと考えられているカワヅザクラと似ていて

「ほんとうは同品種ではないか」という声もあった。日本花の会によると形質鑑定は行ったがＤＮ

Ａ鑑定はしていないということであった。この頃ゲンジボタルのＤＮＡ解析研究を行っていたため、

この技術を生かしてサクラの系統解析が可能ではないかと考え本研究を始めている。この研究は卒

業した先輩が始め、研究を受け継ぐ形で行ったものである。 

 

２ 系統解析法の原理 

 マイクロサテライトは SSR(Simple Sequence Repeats)や STR(Short Tandem Repeat)とも呼ば

れる、例に示すような数塩基単位（モチーフ）の繰り返しの配列である。 

 例）・・・ACACACACACACACACACACACACACACACACAC・・・ 

マイクロサテライトの多くはタンパク質をコードする

DNA と別の DNA との間に存在する領域にみられるもので、

働きや成り立ちについてはよくわかっていない。しかし、モ

チーフの繰り返し回数は親から子供にメンデル則に従って

遺伝することが分かっているため、親子鑑定や類縁関係の調

査によく使われる。 

なお、サクラは自家不和合性を持っているため、自家受粉

によって同品種の種子を残すことはできない。このため、種

から育った木は必ず親と異なった形質を持っている。 

 

３ 先輩達が残した研究結果と疑問 

カケガワザクラと形質が似ているとされていたカワヅザクラ、シュゼンジカンザクラ、カンヒザ

クラとカケガワザクラの４種類を試料として実験を行い、これらは全て異なったマイクロサテライ

ト DNA 長を持つ別種であると結論づけた。 

 しかし、植物 DNA の PCR 増幅そのものがかなり難しく、初期方法では、電気泳動結果に多く

のエクストラバンドが出現した。参考とした論文を使ってエクストラバンドの中から目的とする

DNA 長を求めていたが、異なった

電気泳動方法の結果を参考にして

正しい結果が得られるかどうか疑

問が大きかった。 

 2016 年の夏、発売されたばかり

の 台 湾 製 DNA 簡 易 抽 出 液

(UniversallExtractionBuffer Ⅱ )

を使ったところ、非常に多かった    図-２ 抽出液の使用によるエキストラバンドの減少 
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エクストラバンドの減少に成功した。この結果、危惧していたように、今まで目的の SSR ではな

い別のものを計測していたことがわかり、これまでの結果は否定された。また、試行錯誤の結果、

どんなゲルを使っても平板ゲル電気泳動法では、2bp 程度の DNA 長さの違いを読み取ることはで

きないことがはっきりした。 

 

４ 新たな手法による実験   

４－１ 分析するサクラの検討 

「遺伝研のさくら（資料３）」、「日本の桜（資料４）」、「このはなさくや図鑑（資料５）」を参考

にして、カケガワザクラと表現形質が近いものを探し出した。具体的には片親がカンヒザクラとさ

れているサクラの中から、①花弁数が５枚の品種、②開花時期が早い品種、③花の色が濃紅色に近

い品種を候補とした。この候補の中から、さらに入手できるかどうかを考慮して、従来から実験し

ていたカワヅザクラ、シュゼンジカンザクラに、ミヤビザクラ・テンニンフジ・アタミザクラ・ゴ

テンバザクラ・ヨウコウ・アカシンジュの６品種を加え、カケガワザクラ、カンヒザクラをあわせ

て合計 10 品種を対象とすることにした。 

 新たに選出した６品種のうち、アタミザクラ、ヨウコウ、ミヤビザクラ、ゴテンバザクラは苗を

購入した。アカシンジュ、テンニンフジは日本花の会・結城農場から譲っていただいた。カケガワ

ザクラは最初に接ぎ木されたとされる木から採取したものを、カワヅザクラ、シュゼンジカンザク

ラ、カンヒザクラは先輩が使用、保管していたものを継続して試料とした。 

 実験対象とした SSR 座は M9a、M13b、M4c、Ma007a、PMS67 である。これは先輩達がそ

れぞれ有用性が高いとして選んだものであり、そのまま受け継いでいる。 

 

４－２ 新たな分析方法の開発 

ＤＮＡの塩基配列をシーケンサーで解析する際に、シーケンサーから蛍光色素の強度が出力され

るが、この出力波形からマイクロサテライトの繰り返し回数を読み取れないかと考えた。「シーケ

ンシングを応用した解析法」と名付け、プライマーの設計から検討してみたところ、M13b 座のプ

ライマーをそのまま使

い、Ｒプライマーをシー

ケンスプライマーとし

て使うと、考えていたよ

うに読み取れるだろう

と予想できた。       図－３ M13b 座のマイクロサテライトとプライマーの位置関係 

実際の実験は目的 DNA だけを精製するためにゲルカッターを使って電気泳動ゲルから DNA バ

ンドを切り出し、再度 PCR 増幅したものでシーケンシングを行った。 

 

図－４ シーケンス結果から読み取った SSR の波形と繰り返し数 

これらの結果からカケガワザクラ、カンヒザクラの M13b 座の繰り返しは４回のホモ、カワヅザ

クラは２回と４回のヘテロである事が確認できた。丁寧な実験を行う必要があるが、電気泳動の移



動度を数値で計測する必要がない方法であり、解析法そのものが有用であることもわかった。 

 もうひとつの実験方法

として、ＰＣＲに使うプラ

イマーに繰り返し配列を

組み込んでしまえば、プラ

イマーの選択性で繰り返

し数が一致する場合だけ

ＰＣＲ増幅が起こるので

はないかと考えた。 

この方法を「繰り返し配

列プライマーを用いた解

析法」と名付けて実践してみた。    図－５ 繰り返し配列プライマーを用いた解析方法 

 この方法がうまくいけば、ＤＮＡ増幅したものをシーケンシングしなくても良いことになる。電

気泳動だけで結果が求められるので、高校で全ての実験が可能になることから期待が大きかった。 

資料６に掲載されていた４

６のマイクロサテライト座を

図―６に示す選出基準をもと

に絞り込みを行った結果 M4c

座が目的に適していることが

わかった 

                  図－６ マイクロサテライト座の選出基準 

実際に２８塩基長のプライ

マーを作成して、実験を行って

みたところ、全てのサクラで１

１回のプライマーで増幅バン

ドが生じた。                図－７ 作成したプライマー（３５塩基長） 

プライマーの特異性が不十分なのではないかと考え再度３５塩基長のプライマー（図－７）を合

成して実験を試みた。しかし、今度は全ての繰り返しで増幅が起こるようになった。アニーリング

温度・伸長時間を変えるなどいろいろな事をしてみたが、考えたような結果が得られることはなか

った。 

 この頃蛍光プライマーの価格が下がり、１回だけなら予算的に可能であることがわかった。この

方法を「蛍光プライマーを使ったフラグメント解析法」と呼ぶことにするが、先行研究で行われた

方法である。 

ＤＮＡ増幅はＦプライマーを蛍光プ

ライマーに交換するだけで、基本的な

方法は他の実験と全く同じ方法である。

アガロースゲル電気泳動でＤＮＡ増幅

を確認してフラグメント解析を

Macrogen 社に依頼した。なお、本来

は増幅後に余分なプライマーを除去す

る操作を行わなければならないが，原

理的にプライマーを除去しなくても余

分なピークを生ずるだけなので、コス

トダウンのため余ったプライマーを処     図－８ PeakScanner2 を用いたＤＮＡ長の測定 

項目 基準 

マイクロサテライト座の GC 含有率 50% 

マイクロサテライト領域の長さの最大 32bp 

マイクロサテライト座の反復単位 2bp 以上 

マイクロサテライト座の反復のパターン モチーフの単純繰り返し 



蛍光プライマー法による10種のサクラのDNA長

PMS67 M9a

アカシンジュ 162.27 179.97 135.17 ホモ
アタミザクラ 164.18 166.17 135.16 137.18

カケガワザクラ 162.28 166.29 135.14 137.26

カワヅザクラ 162.11 187.95 135.16 137.12

カンヒザクラ 162.2 ホモ ー ー
ゴテンバザクラ 173.86 185.78 135.14 137.26

シュゼンジカンザクラ 162.28 168.2 135.26 137.27

テンニンフジ ー ー 135.19 ホモ
ミヤビ 162.26 165.96 135.18 ホモ
ヨウコウ 162.26 187.86 135.25 137.27

理せずにフラグメント解析を行っている。 

シーケンス結果は非常に特殊なフォーマットで送られてくるため PeakScanner2 というソフト

ウェアを使って解析した。図－８は解析の様子である。短いＤＮＡのところに大きなピークが出て

いるが、これは残りのプライマーである。右側にある 1000 位の高さのピークが増幅したＤＮＡの

ピークとなる。このＤＮＡ長を読み取ることでマイクロサテライトの繰り返しの数を読み取ること

ができる。               

 この方法で増幅したＤＮ

Ａ長を読み取った。ＤＮＡ

増幅がうまくできず、解析

できないデータもあった。 

 PeakScanner2から読み

取ったデータを表にまとめ

ると図－９になる。シーケ

ンサーを使って分析するが、

いくつかの遺伝子長       図－９ PeakScanner2 で読み取ったＤＮＡ長 

マーカーから検量線を作成し、これを使ってＤＮＡ長を求めているため、誤差がある。表中の－は

ＤＮＡ増幅がうまくいかなかったもの、×はＤＮＡ長が読み取れなかったもの、？は、はっきりと

した大きなピークではないものを示している。アカシンジュの Ma007a は大きなピークが４つあり、

遺伝子重複の可能性がある。 

 

５ 考察 

 図 10 はシーケンシングを応用した解

析から得られた M13b の結果である。ま

た図 11 は蛍光プライマーを使った

M13b の結果である。 

図 11 ではカンヒザクラのデータを除

いて、約12塩基の違いが見られる。M13b

は６塩基（ATGACG）をモチーフとして繰り返すため 2 回の繰り返

しの差であることになる。またカンヒザクラの 174.5 近辺の値はモ

チーフの６塩基から考えて明らかに間違いであることが推定される。 

 図 10 と図 11 の結果は良く一致していると考えることができることから、私達の考えたシーケン

シングを応用した解析法は方法論として有用である事が示唆された。 

図12は図9から多くのサ

ク ラ で 解 析 が で き た

PMS67 と M9a を取り出し

てまとめたものである。ま

た、計測誤差を見込んで同

じ繰り返し数と考えられる

データを色分けしてある。

この結果を見ると、私達が

選び出した８品種の中に，

カケガワザクラと一致する       図 12 調査した品種の PMS67 と M9a のＤＮＡ長 

品種が見当たらない。     

これはカケガワザクラが新品種である可能性が高いことを示している。今回の調査で入手できな

品種
ｱｶｼﾝｼﾞｭ 59.06 65.45 103.6 107.6 117.7 119.8 135.2 ホモ 171.3 183.1 162.3 180
ｱﾀﾐ 59.09 61.16 102.9 103.7 135.2 137.2 171.4 183.1 164.2 166.2
ｶｹｶﾞﾜ 59.03 65.39 109.7 107.5 135.1 137.3 184 ホモ 162.3 166.3
ｶﾜﾂﾞ 58.02 64.24 101.8 103.8 135.2 137.1 × －－ 162.1 188
ｶﾝﾋ 58.05 ホモ 97.88 103.7 × 174.5 ？ 162.2 ホモ
ｺﾞﾃﾝﾊﾞ 60.97 65.36 117.6 119.7 135.1 137.3 172.2 ﾎﾓ? 173.9 185.8
ｼｭｾﾞﾝｼﾞ －－ －－ 107.6 109.6 135.3 137.3 －－ －－ 162.3 168.2
ﾃﾝﾆﾝﾌｼﾞ 59.09 65.45 103.7 113.6 135.2 ホモ －－ －－ －－ －－
ミヤビ －－ －－ 97.9 107.5 135.2 ホモ －－ －－ 162.3 166
ﾖｳｺｳ －－ －－ 101.7 103.7 135.3 137.3 －－ －－ 162.3 187.9
誤差 ±0.4～0.5 ±0.4～0.6 ±0.3～0.5 ±0.3～0.5

PMS67Ｍ４ｃ Ｍａ００７ａ Ｍ９ａ M13b

 
図－10 シーケンシング

を応用した解析の結果 

 

図－11 蛍光プライマー

を使った解析法の結果 



かった品種もあるが、主要な品種は含まれていることから、カケガワザクラは新品種であるといっ

て間違いないだろう。 

 

「カケガワザクラはカンヒザクラとヤマザクラの自然交配によって生じた。」私達はこの言葉を

信じて研究を続けてきたが、今回の調査結果からこの言葉が間違いであることがわかった。 

M13b 座を実験の対象とした理由は、「カンヒザクラが他のサクラが持たない独特のＤＮＡ長を

ホモに持つ」からであり、「カンヒザクラと同じＤＮＡ長をヘテロの一方に持てば，カンヒザクラ

を祖先に持つことは間違いない。」と太田先生に勧められて採用した SSR 座である。 

ふたつの異なった実験結果から、カケガワザクラはカンヒザクラと同じように M13 のモチーフ

４回繰り返しをホモに持っていると考えられる。これは少なくともカンヒザクラとヤマザクラの交

配では起こらない。すなわち、カンヒザクラを含むカンヒザクラ系のサクラと別品種のカンヒザク

ラ系のサクラの交配によって生じたことを意味する。 

カケガワザクラの発見者から「九州の苗木業者から仕入れたサクラに混ざっていたもの。」とい

う由来を聞いているが、苗木業者の畑で２種のカンヒザクラ系のサクラが交配することは容易に考

えることができる。おそらく起源は九州の苗木業者で間違いないだろう。 
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