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北海道におけるトドマツのオルガネラ DNA 多型の遺伝的分化*

林英司(1) ，生方正俊(1)飯塚和也(1)板鼻直栄(1)
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GeneticDifferentiationofOrganelleDNAPolymorphismsinSaghalinFir

fromHokkaido

要旨:トドマツ (Abies sachalinensisMas t.)の全 DNA を制限酵素 (Bm ηHI と EcoR I)で消化後 ビートのミトコ

ンドリア DNA のチトクロム酸化酵素サブユニット II 遺伝子 (coxII) およびトドマツ葉緑体 DNA のアデノシントリ

ブオスファターゼアルファサブユニット遺伝子 (a 伊， A) とハイブリダイゼーションすることにより，オルガネラ DNA

の制限断片長多型分析を行った。まず，交配家系を用いて，ミトコンドリア DNA が母性遺伝し，葉緑体 DNA が父性

遺伝することを確認した。つぎに，北海道内の 19 集団を代表する精英樹を含む 264 個体について分析を行 t ¥l 酵素ー

プローブ組合せBamHI/coxII で、 3 種 l EcoRI/atpAで 2 種の変異型を検出した。 Neiの集団関の遺伝子多様度 (Dsr)

は，それぞれ 0.232 と 0.002 であった。父性遺伝の葉緑体 DNA マーカーを用いるよりも 母性遺伝のミトコンドリア

DNAマーカーを用いたほうが，遺伝的な分化の程度が高く検出された (Gsr=0.715) 。特に南西部集団は，他の集団と

比較して遺伝的に異なっていた。このことは，ミトコンドリアゲノムで高頻度に起きている構造変異と，種子散布の

みに依存した遺伝子流動の結果であると考えられる。本報告で得られた結果は，トドマツの系統地理を解明し，遺伝

子保存計画を立案する際に有益な情報になるであろう。

緒言

森林に対するニーズが多様化するなかで優良な品種を適切に開発していくために森林の多様性を維持しなが

ら優良な遺伝子を育種素材として保存し利用することが重要で、ある。そのためには さまざまな形質に関する情報

を集積することにより遺伝的変異を評価し，遺伝子保存計画の立案における根拠を得る必要がある。 トドマツ

(AbiessachalinensisMas t.)は，冷温帯，汎針混交林，亜高山帯，高山帯の{憂占する樹種として，北海道，サハリ

ン，南千島列島で，広く分布している。冷温帯ではブナ (Fa ♂1S crena ね Blume) に代表される広葉樹と，亜高山帯

ではエゾマツ(日 'cea jezoensisCa 打.)とアカエゾマツ (Picea glehniiMas t.)に代表される他の針葉樹とともに生育

しており，しばしば純林を形成する。トドマツは，庭木，建築材料，そして遺伝資源として 北海道の最も重要な

樹木のひとつであり これまで種子や苗の形態や生理学的性質等の遺伝的変異に関する研究が行われてきた 7) 10) 川
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22) 23) 。また Tsumura らは，モミ属数種においてミトコンドリア (mt) DNA の coxI 遺伝子および coxIII 遺伝子を用

いて制限断片長多型 (RFLP) 分析を行い トドマツの北海道東部 2 集団に遺伝的変異を検出したお)。このようにい

くつかの形質でトドマツの天然集団内，集団間での遺伝変異の検討がなされ一定の知見が得られたが，明確な根拠

にもとづいた遺伝子保存に役立てるため，一層詳し t ~情報が必要で、ある。そのためには これまで精英樹選抜育種

事業で得られた精英樹の母集団の多様性と地理的分化を把握した上で，計画を立てることが望まし t ~。

アメリカトガサワラ (Pseudotsuga menziesiiFranco)20) とマツ属 19) お)カラマツ属加) トウヒ属 33) 35) モミ属

41)そして，ヒノキ属 12) 等多くの針葉樹で種内交配あるいは種間交雑家系を用いて葉緑体 (cp) DNA の遺伝様式が

調査されており，一般にマツ科樹種では cpDNA が父性遺伝すると考えられている。これに対して， mtDNA は母性

遺伝する 5) 19)33) ため， RFLP 分析により集団レベルの遺伝子の多様性や地理的分化の程度を検出することができる

川 32) お)。ミトコンドリアゲノムでは 高頻度で構造変異 24) 26) が起きているとともに その遺伝子流動は種子分散

だけに依存しているからである。したがって トドマツにおいても，他のマツ科樹種と同様の遺伝様式であると仮

定すれば，オルガネラを用いて集団遺伝学的解析を行うことによって，遺伝子保存に対して重要な知見が得られる

と考えられる。しかし トドマツのオルガネラの遺伝様式に関しては未だ報告がなく，マツ科樹種の一部で、 mtDNA

の父性遺伝 37) が報告されているため，まずトドマツの遺伝様式を確かめた上で集団遺伝学的解析を行うことが望ま

し t ~。

本報告では， RFLP 分析を用いオルガネラ DNA の遺伝様式の確認を行 t ~ ，さらに精英樹における mtDNA と cpDNA

の遺伝子多様度を解析した。その結果 2 つのオルガネラ DNA の多様性と地理的分化の差を検出したのでこれにつ

いて述べる。

2 材料と方法

2.1 供試材料

1995 年 5 月北海道江別市の西部(東経 141 度 31 分標高50m; 北緯 43度 04 分)に位置する北海道育種場内の育

種素材保存園で精英樹210個体の針葉を採取した。これらの精英樹は，選抜された天然林 19集団を代表する個体群

と見なした(図 1 )。集団の個体数を補うために， 1996年 5 月精英樹が選抜された 3 つの天然林(岩内，倶知安，俄

虫)から計 54 個体を採取した。さらに， 1997 年 5 月育種場内の遺伝試験林において ， RFIJP 分析で多型を示す精英

樹親を用いた相互交配家系の針葉を採取した。

2.2 RFLP分析

試料 1 gから改変CTAB法 16) により全DNAを抽出した。その手順を以下に示す。液体窒素で凍結した試料を，乳

鉢で粉砕し 4 mlCTAB溶液 [100 mMTris-HCl (pH.B.O) , 2%CTAR , 2%PVP , 0.1% メルカプトエタノール， 1.4

MNaCl , 20mMEDTA]に入れ，65°Cで 1 時間反応した。この後，等量のクロロホルムーイソアミルアルコール(24:

1 , CIA) で 2 回抽出し， 3M酢酸ナトリウム (pH. 5.2 ，最終濃度 0.3M) ，および等量のイソプロパノールを加え

ることによって粗DNA を沈殿させた。 4 °C , 16000g で 20 分間の遠心分離により DNA を回収後， 2ml の TE に再

溶解し， RNase(20μg/m I)で 37°C ， 1 時間の反応を行った。その後ブエノール処置を 2 回， CIA 抽出を l 回行い

精製した。エタノール沈殿後得られた DNA は，乾燥後 TE に再溶解した。
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関1.供試したトドマツ精英樹集団の位誼

臼:h Iま精英樹が選抜された集団 烈丸iま北海道育積場の位澄を示す。

略誌は， Nk，中頓別; Kt，古丹別; Ash ，朝日; Sr，佐呂間 ;Nm ，根室;必(，厚伴 ;Asy ，足寄; Rk ，陸別; Shr ,
白糠; Shn , Oy ，大夕張; Kn，金山; Fr，振内; Ur ，浦河 ;Tm，苫小牧 ;Jy ，定山渓; Iw，場内; Kc，倶知安;

Gm，俄虫。

DNA5μg を 4 制限酵素種 ， BamHI , EcoRI , DraI , HindIII で消化し，この産物を 0.8% のアガロースゲル上

で電気泳動し分画した。 DNA は，ナイロン膜へ転写し ， 80 aCオーブン中で閥定した ο プロープの標識とバンドの検

出に， ECLGeneDetectionSystem(アマシャム・ブアルマシア)を用い，サザンハイブリダイゼーション法 ω に

よって制限臨片を検出した。 cpDNA フ。ロープを得るために，トドマツ精英樹である俄虫 106 の DNA を鋳型として，

5'-AGACGGAAATACCCACA 廿A♂と 5'午CAAGγAGGAGATGGCA 廿G- 3' (森林総合研究所吉村氏提供，クロマツの

atpA 権基配列から設計)のプライマー対を用いて遺伝子増帽を行った。 mtD NA プローブを得るために，ビート

(sugarbeet, Betavultari ・'s L.)崩来のチトクロム酸化酵素サブユニット I (coxl , 1.6kb , EcoRI 断片) 27)，チトクロ

ム酸化酵素サブユニット II (coxII , 0.4kb , SalI-HindIII 断片) 27) , NADH脱水素群素 (nad 9).13\ マメ (pea， Pisum

saD' 叩m) 由来のアデノシントリフォスブアターゼ α 側サブユニット (atpA ， 1.4kb , EcoR1-HindIII 断片) 28)，ア

デノシントリフォスファターゼ帯サブユニット 9 (atp9 , 1.3kb , Hi・'nd III-BamHI断片) 15) のインサートを含む pUC

ベクターから下記のプライマ…対を用いてそれぞれ遺伝子増幅削子った :5'-CGACGγfGTAAAACGACGGCCAGT ♂，

5'-GGAAACAGCγATGACCATGATTAC ♂。得られた増麟産物を，ブエノー)t-処置と CIA 抽出によって精製した後，

等量のポリエチレングリコール溶液[1 3% (v/w) , 1.6Mの NaC!] を加えることによって沈殿した。得られた沈穀物

を 70%エタノールで洗浄後乾燥しプローブとして用いた。本報告では混乱を避けるため，ビート mtDNA由来の coxII

プロープとトドマツ cpDNA由来の atpA プローブをそれぞれ fcoxII(mt)J と fa 伊IA (cp)J と略記する。
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2.3 遭f云的統計量

coxII 遺伝子の分析において，北海道南西部の 4 集団とそのほかの集団の関で観察された変異裂の頻度の遣いが統

計的に有意であるか検定するため，ブイッシャーの独立性の検定を行った加)。遺伝子多様性に関する統計量は，変

異型の頻度を用いて算出した 21)。集出全体の遺伝子多様度 (HT) は，集団内の王子均遺松子多様度(陀)と集団関の

平均遺伝子多様度 (DST) の和である。集団関の遺伝子分化の係数である G百Tは式 Gsr= DST/HT(D百件 HT-Hs) を使っ

て算出した。また，コンビュータ・ソフト Fstat 9 ) を使用して， Weir の方法による標準編差 39) と，固定指数 e 40) を

推定した。

3 結果

3.1 オルガネラ DNA の遺伝様式

RFLP 分析に適した静素ープロープ組合せを選抜するために 糖英樹 30 f閲体について予備的な分析を行った G

BamHI/coxII(mt) および EcoR 1/aかIA (c p) の 2 組合せがもっとも明白な多揺を示した。その他の辞素ープロー

プ組合せを用いた際には しばしば単型的なバンドパターンを示すかハイブリダイゼーション後に行うメンブレ

ンの洗浄の程度に対してシグナル強度が著しく敏感なため，再現性良く多型を得ることが難しかった。次に，オル

ガネラ DNA の遺伝様式を課べるのに適当な交誼家系を検訴するために上記の酵素ープロープ総合せを用いて交配

親の RFLP 分析を行った。いずれの分析においても お内 106 と{我虫 106 が互いに異なるバンドパターンを示した。

そこで，これら 2 個体を親とする椙互交配家系の各 14 個体について BamH I/coxII(mt) による RFLP 分析を行っ

たところ，全ての障体が母樹と同ーのバンドパターンを示した(罰 2 ， A) 。これに対して ， EcoRI/atpA(c討を

用いたとき，全ての個体が花粉親と問ーのバンドパターンを示した(図 2 ， B) 。

2.3
1 23 456 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031

(ゆ) (日)
23.1
~:3
4.4
2.3

1 234 56 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031

図 2. トドマツのオルガネラ DNA の遺伝

(A) トドマツ相互交配家系におけるミトコンドリア DNA 制限断片の母性遺伝。交配親とその後代を BamHI で消化後，チ

トクロム酸化酸素サブユニット II 遺伝子とハイブリダイズした。(日)トドマツ杷瓦交配家系における薬縁体 DNA 制限断

片の父性遺伝。交配親とその後代を EcoRI で消化後，アデノシントリフォスブァタ--1:[ α" サブユニット遺伝子とハイブ

リダイズした。

レーン 1 .HindIII/ADNAサイスゃマーカー;レーン 2. 宕内 106 ;レーン 3. 俄虫 106 ;レーン4-17. 岩内 106 (母樹) x

i我虫 106 (花粉続) F1 後代 ;Uト31， f我虫 106 (母樹) x岩内 106 (花粉親) F1 後代。
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3.2 集団内および集団聞の多様性

天然集団における制限断片の変異型の出現頻度を表 1 に示す。酵素-プローブ組合せごとに， 1 個の断片が検出

されたため，フローブと相補的な配列が l コピーずつ存在すると推察された o RamHI/coxII (mt) を用いた分析

では， 3 個の変異型が検出された。北海道北部および東部の集団では，主として 1 1. 7 kb の断片が検出された。これ

とは対照的に， 2 つの南西部集団では 9.1 kb の断片が多く検出された。また，足寄と新得の集団では，他の集団に

は見られない 7.7kb の断片が検出された。北部の 3 集団(中頓別，古丹別，朝日) ，東部の 3 集団(根室，厚岸，陸

別) ，中央部の 1 集団(金山)と南部の 3 集団(振内，浦河，百小牧)では，集団内変異が検出されなかった。ブイツ

シャーの独立性の検定制を行った結果，南西部半島部の 4 集団(定山渓，岩内倶知安俄虫)と他の集団との聞

の変異型頻度に有意な差があった (P< 0.02)0 KcoRI/atpA(cp) を用いた分析では， 2 つの変異型が検出され，全

ての集団が集団内変異を示した。こうして得られたオルガネラ DNA の遺伝子多様度 21)を表 2 に示す。集団聞にお

ける coxII 遺伝子の多様度 (D~ ，=0.232) は ， atpA 遺伝子のそれ (D~ ，=0.002) より大きく，その結果集団関の遺伝子

分化係数 (G 訂)が高かった。

4 考察

4.1 ビートに由来する coxll 遺伝子プローブ

本報告ではトドマツのmtDNAの塩基配列に関する情報があらかじめ得られなかったので分類学的には遠いビー

トに由来する coxII プローブを用いて RFI ，P 分析を行った。一般に遺伝子の塩基配列は近縁種ほど保存性が高い

表 1 . トドマツ 19 集団におけるオルガネラ DNA制限断片の変異型頻度

BamH1/coxII(mt) EcoRI/at)フ A(cp)

集団 個体数 11.7 9.1 7.7 (kb) 6.6 4.9 (kb)

中頓別 ]ベ 1 ハUハU 0.0ハU 0.00ハ 0.40 0.60

古丹別 14 1ハUハリ aハUハU 0.0ハU 0.79 0.21
朝 口μ 11 1.00 0.0ハU 0.0 ハU 0.45 0.55

根室 7 1.00 0.0 ハU 0.0 ハU 0.57 0.43
厚岸 14 司ム自 00ハ o ハUハU oハUハU 0.64 0.36
陸別 17 1.00 aハUハリ oハUハU 0.53 0.47
佐呂間 20 0.85 0.15 oハUハU 0.65 0.35
白糠 17 0.94 0.06 0.0 ハU 0.53 0.47

足寄 20 0.95 o ハuuハ 0.05 0.40 0.60
新得 18 0.94 0.0ハUハ 0.06 0.67 0.33
金山 10 唱i ハ00 Uハ 00ハ 0.0ハU 0.50 0.50

振内 9 1.00 0.00ハ 0.0ハU 0.78 0.22
浦河 6 1.00 0.00ハ 0.0ハU 0.33 0.67

苫小牧 8 1.00 0.0 ハu 0.00ハ 0.50 0.50
大夕張 13 0.92 0.08 0.00 0.54 0.46

定山渓 6 0.83 0.17 0.00ハ 0.50 0.50

岩内 15 0.93 0.07 0.00 0.53 0.47

倶知安 20 0.15 0.85 0.00 0.55 0.45

俄虫 34 0.21 0.79 0.00 0.59 0.41

計 264 0.80 0.19 0.01 0.56 0.44
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と考えられるため異種植物に由来するプローブを用いるよりも 今回の分析対象であるトドマツに由来する遺伝

子をプローブとして用いたほうが 信頼できる結果を与えると予想される。しかし，広葉樹由来の mtDNA プロー

ブが針葉樹の mtDNA とハイブリダイゼーションすることを示した例が多数報告されていることや 5) 19)33)37)植物

の mtDNA の塩基置換率は極端に低いという報告もある 24) 26) ことから，ビート由来の coxII 遺伝子をプローブとし

て用いてトドマツを解析しでも結果に大きな影響はないと考えられる。

表 2. 遺伝様式の異なるオルガネラの遺伝的統計量

オルガネラ(プローブ遺伝子) Hs HT GST
。 (S.D.t

ミトコンドリア (cox II) 0.092 0.324 0.715 0.609***(0.116)

葉緑体 (atp A) 0.491 0.493 司

、U
A
U

nunu ー 0 . 0 2 8 * * * ( 0 . 0 1 7 )

a sは ラ イ ト の 固 定 指 数 。 * * *0 . 1 %水 準 で 、 有 意 。

4.2 mtDNA の母性遺伝と cpDNA の父性遺伝

一般に被子植物では ミトコンドリアおよび葉緑体の伝達者は母方の個体である。これに対して，裸子植物では

伝達者が種により異なることが，電子顕微鏡での詳しい研究によって明らかになっている 4 )。ヒノキ科とスギ科で

は，この 2 つのオルガネラは父性遺伝する。これに対し，マツ科，イヌガヤ科，マキ科とイチイ科では，ミトコン

ドリアが母樹から 葉緑体が花粉親から遺伝することが明らかにされている。さらに，近年多くの RFT..P 分析によ

りこれらの細胞学的な研究が支持されている 1) 12) 問)加) 31)33)34)37)41)。本報告でも RFLP 分析によりトドマツの相

互交配家系を用いてオルガネラ DNA の遺伝様式を検証したところ，他のマツ科樹種と同様にトドマツの mtDNA は

母樹から I cpDNA は花粉親から遺伝することが示唆された。ここで注意しなくてはならないのは，検討された個体

数である。本報告のオルガネラ DNA の調査では 2 つの交配家系各 ]4 個体が分析されたのみである。 cpDNA の母樹

からの遺伝や実際マツ属で報告されているような mtDNA の父方からの遺伝 37)が統計学的に否定されたわけで、は

ない。この観点、からオルガネラ DNA が完全に母性遺伝するという仮説と一つの家系内に両方のオルガネラが存在

するという仮説を区別する実験の信頼性を推測する二項モデルが考案されている 14) 。これにあてはめると，本研究

のように 14 個体を分析して父性遺伝するオルガネラを全く見いだせなかったとしても 父性遺伝の程度が 28%

(P<O.Ol)以下であることを説明できるにすぎな t ~。オルガネラ DNA が両親から遺伝すると仮定すると，多様度や

分化の評価に影響があるため1) 2)3) 本報告で示した遺伝パラメータはこの点に注意して取扱われるべきである。

4.3 オルガネラ DNA の多様性と分化

酵素ープローブ組合せ BamH I/coxII を用いた RFLP 分析における変異型の出現頻度について，ブイッシャーの

独立性の検定31)を行った結果，南西部集団と他の集団との問で有意な遠いが認められたことから，集団関の著しい

分化が南西部集団の多型だけに起因すると考えられる。 Tsumura らは，北海道内の 5 集団について RFLP 分析を行

い，中央部と東部の集団における遺伝子の多様性を報告したお)。われわれは東部の集団のみならず南西部の集団に

おいても変異を検出し 遺伝子多様性についてはより高い値を推定した。この多様度の遠いは，以下の理由によっ
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て説明できると考えられる。第一に， Tsumura らが調査したのは 5 集団で，本報告よりも著しく少ない点である。少

数の遺伝子座を用いて遺伝子多様性を測定するためには，集団内の個体数を多くするよりもむしろ 集団の数を多

くすることの方が重要で、ある 25) 。第二に，ミトコンドリアゲノム上でのプローブ遺伝子の場所の違いも重要な要因

であるかもしれない。前述のように，ミトコンドリアゲノムでは構造上の変異が高頻度で起きているが 24) 加)この

頻度が場所により不均一であることを示唆している可能性がある。

ミトコンドリア DNA と葉緑体 DNA との聞の多様度の違いには ミトコンドリアゲノムの頻繁な組換えと構造変

異のみならず葉緑体の遺伝子流動の速さが影響していると考えられている o Ennos は FST を用いて花粉の集団関の

相対移動率を算出する方法を定義している 8 )。この方法を 本報告のミトコンドリアの 1 1. 7 kb および葉緑体の 6.6

kb の遺伝子型の場合にあてはめた値は 1 1. 96 であった。この値は，トドマツの遺伝子流動に種子散布のみが関与す

るときよりも，種子散布および花粉飛散の両方が関与するときの方が流動速度がはるかに大きくなること如実に

示している。

本報告で検出された mtDNA の変異は，トドマツの遺伝子保存を行う上で重要な情報であるとともに，本種のみな

らず Abies 属の系統進化に関する研究においても重要で、ある。 Tsumura らは，同じ節に分類されるトドマツとシラ

ベ (A. veitchiiLind 1.) の mtDNA の分析を行い RFLP の主要なハプロタイプがあることおよび rb cT J 遺伝子の塩基

配列が同じであることから これらの種が遺伝的に近い関係を持つことを示したあ)。本報告も含めた mtDNA と塩

基配列の分析結果は，最終氷期の分布とこれらの種の関係を反映している可能性がある。このため，千島列島やサ

ハリンの集団にも調査の子を広げ これらの種の天然分布をカバーすれば種間および種内の系統関係の解明に役

立てることができると考えられる。
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GeneticDifferentiationofOrganelleDNAPolYlIlorｭ
phiSInSinSaghalinFirfroll1Hokkaido

E討i Hayashi(1) , MasatoshiUbukata(1) , KazuyaIizuka(1)andNaoeiI匂hana (1)

Summary:Theinvestigationofgeneticdifferentiationamongsaghalinfir(AbiessachalinensisMast.)populations

wascarriedoutwithgeneticmarkersofcontrastingmodeofinheritance.Theexpectedmodeofinheritanceforthetwo

organellegenomeswasalsocon 自rmed. Restriction 仕agment lengthpolymo 叩hisms wereanalyzedamong264individuｭ

als,includingplustrees,representing19naturalpopulations.TotalgenomicDNAswasdigestedwith 臥TO restriction

endonucleases(BamHIandEcoRI)andhybridizedwithacytochromeoxidasesubunitII, coxII,probefrommitoｭ

chondrialDNAofsugarbeetandanATPaseα-subunit ， atpA,probefromchloroplastDNAofSaghalinfir.Threevariｭ

antswereobservedinBamHI/coxII,andtwoinEcoRI/atpA.Nei'sgenediversitybetweenpopulations(DsT)was

0.232and0.002respectively.GeneticdifferentiationishigherwhenusingamaternallyinheritedmitchondrialDNA

marker(GsT=0.715) , than usingapaternallyinheritedchloroplastDNAmarker(GsT=0.003).Especiallysouthwestｭ

empopulationshavegeneticallydifferentfromtherest.ThehighdifferentiationofcoxIIgenemightbetheresultof

highevolutionaryrateandlowmigrationrateofmitochondrialgenome.Theseresultsprovideinformationforelucidatｭ

ingphylogeographyandconsequentlyforanapplicationtoconservationpu 叩ose ofthisfir.
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