
緒 言

近年，急激な開発にともない地球環境は悪化し，

生物多様性の消失が危惧されている。生物多様性と

は，すべての生物の変異性を示すものとし，種内の

多様性，種間の多様性および生態系の多様性を含む

と定義されている（高橋2004）。生物多様性は人間生

存の基盤であり，現存する生物多様性の保全に加え

て，失われた自然の再生を積極的に推進する必要が

ある。現存する生物多様性の保全を図り，失われた

自然を再生するためには，地域の生物多様性を反映

する特定の種を指標とし，それらの個体数や生育・

繁殖状況，内包する遺伝的多様性の変化などを調査

し，その種を絶滅させないような保全管理を行うこ

とが有効である（鷲谷1999）。その指標種には特定の

生息・生育場所と結びつきの強い生態的指標種，絶

滅危惧種，地理的固有性の高い種などを用い，その

地域の生物多様性の指標にしている。鷲谷・矢原

（1996）は個体数が極端に減少または絶滅した集団の

再生を目的に，わずかに残された個体の増殖や，土

壌中の埋土種子からの個体再生，あるいは別の生育

地からの個体移動や，新たな場所への個体移動など

の取り組みを報じている。

一方，松田（2002）は個体を移動する場合には，

地域集団の遺伝的構成を大きく変えるような移動は

避ける必要があると指摘している。生物種は，同種

であっても地域的に固有の遺伝的変異を保有してい

る場合があり，このような遺伝的分化が認められる

場合には，それをもたらした進化的背景の尊重や各

場所の環境条件に適応した遺伝的構成の保全と言う

視点から，各地域の遺伝的固有性を保全することが

重要である。遺伝的に分化した個体間で交雑が起こ

ると，その場所の環境に適応した遺伝子の割合が低

下したり，遺伝子間相互作用の崩壊などによって適

応的な遺伝子構成が壊れたりすることで，交雑後代

の適応度が低下する場合がある（Hufford and
 

Mazer 2003）。

これらの観点から，我が国における生物多様性保

全の指標種として，鷲谷を中心とした研究グループ

は，サクラソウ（Primula sieboldii E.Morren）に

注目し，その保全方法や遺伝的多様性の把握を試み

ている。サクラソウの花柱性（Washitani  et  al.

1994）や受粉（Washitani et al. 1995），種子発芽

（Washitani and Kabaya 1988），繁殖（Washitani
 

et al. 1994）などの研究を行い，サクラソウの保全

には，生物間相互作用で結ばれた地域全体の生物多

様性を保全することが不可欠であると報じている

（鷲谷・大串2006）。このような研究を経てサクラソ

ウは生物多様性保全の指標種として位置づけられ，

利用されている。しかし，北海道ではサクラソウは

道南から日高の限定的な地域にしか分布しておら

ず，指標種としての利用地域は限られる。北海道で

はサクラソウに比較し，近縁のオオサクラソウが広

く分布している。オオサクラソウ（Primula jesoana
 

Miq var. jesoana）は，サクラソウ科のサクラソウ

属で，北海道，本州中部以北に分布する多年草で亜
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高山の林縁や谷沿いの湿気の多い場所にはえる（佐

竹ら1981）。北海道や朝鮮には，オオサクラソウの変

種であるエゾオオサクラソウ（Primula jesoana Miq
 

var.pubescens Takeda et Hara）が分布している。

エゾオオサクラソウは，オオサクラソウに良く似て

いるが，葉柄や花茎に縮れ毛が生えているため容易

に区別がつく（佐竹ら1981）。また，オオサクラソウ

とエゾオオサクラソウは，北海道のレッドデータ

ブックに希少種として記載され（北海道2001），地域

の生物多様性を反映する指標種として期待される。

一方，種内の集団間や集団内における遺伝的変異

を把握するうえで，環境変異の影響を受けづらい分

子マーカーの利用は有効であるとの報告されている

（津村2001）。特に，葉緑体ゲノムは，保存性が高い

ため，これまでは主に種間や属間などの分類群間で

の変異を検出する遺伝マーカーとして用いられてき

た（Newton et al.1999）。さらに，近年の研究にお

いて葉緑体ゲノムの遺伝子間領域に変異が多く見ら

れ，種内変異を把握する遺伝マーカーとして有効で

あることが報告された（Okuhara and Harada
 

2002）。また，葉緑体ゲノムは被子植物では母性遺伝

するため地理的変異を解明するのに適していると言

われている（Amoatey and Tilney-Bassett 1994）。

サクラソウでは，Honjo et al.（2004）により葉緑体

ゲノムを用いた系統地理学的解析がなされた。しか

し，筆者の知るかぎり北海道に分布するオオサクラ

ソウに焦点をあてたこのような研究は見られない。

そこで，本研究では葉緑体ゲノム変異を指標とし

て，北海道のオオサクラソウとエゾオオサクラソウ

野生集団が保有する遺伝的多様性とその地理的分布

の把握を試みた。

材料および方法

調査は2009年５月21日に日高で，５月28日に釧

路と根室で，６月24日に北空知で行なった。調査対

象は日高の３集団60個体，釧路の６集団118個体と

根室の２集団40個体，北空知の３集団60個体とし

た。葉を採取する前に各個体の花柱性を調査した。

葉は１個体ごと３枚採取して，１枚ずつ茶袋に入れ，

シリカゲルを入れたポリエチレン製ジッパー付きの

袋に入れて研究室に持ち帰った。葉は実験に供すま

で－80℃の冷凍庫に入れ保存した。

葉緑体ゲノムの塩基配列の決定には，調査対象と

した個体から，日高の３集団から20個体，釧路の６

集団から21個体と根室の２集団から８個体，北空知

の３集団から10個体をランダムに抽出して供試し

た。DNA抽出は SDS 0.30％，NaCl 400mM，

EDTA 5mM，Tris-HCl 20mM で構成される

SNETと Proteinase Kを50：1の割合で混合した

溶解液を用い，55℃１時間の加熱抽出法で行った。

抽出した DNAはフェノール抽出とエタノール沈殿

によって精製し，PCR法によって目的の領域を増幅

した。PCR反応はAmplitaq Gold PCR Master
 

Mix（Applied Biosystems，Foster City，WI）を

用いて行なった。プライマーにはHonjo et al.

（2004）がサクラソウで多くの種内変異がみられたと

報告した trnH-psb A領域および trnL intron領域

を増幅する２組の葉緑体ゲノムプライマーを用いた

（表１）。PCR反応の条件は95℃で10分間熱変性に

より DNAポリメラーゼの活性化を行った後，熱変

性を94℃で30秒間，アニーリングを１分間，伸長反

応を72℃で１分間行なうサイクルを40回繰り返し

た。その後，72℃で７分間の伸張反応を行った。PCR

によって得られた PCR産物はアガロースゲル電気

泳動法により分離し，目的の DNA断片を回収し，ス

ピンカラム法で DNAを精製した。この精製 DNA

をシーケンスのテンプレートとして使用した。シー

ケンスはABI PRISM 310 Genetic Analyzerで，

前述の葉緑体ゲノムプライマーと Big  Dye Ter-

minator v1.1 Cycle Sequencing kit（Applied
 

Biosystems，Foster City，WI）を用いて，塩基配

列を決定した。

分子系統解析は，MEGA4を用いて行った

（Tamura et al.2007）。分子系統樹Kimura（1980）

の二変数法を用い，葉緑体ゲノムの塩基置換，欠失・

挿入から，近隣結合（NJ）法（Saitou and Nei 1987）

によって系統樹を作成した。系統樹の信頼性はブー

トストラップ値（10,000反復）によって評価した。
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表1．実験に用いた葉緑体ゲノムプライマー

領域 プライマー配列

trn H (GUG) ACGGGAATTGAACCCGCGCA
 

psb A  CGAAGCTCCATCTACAAATGG
 

trn L (UAA)intronF  CGAAATCGGTAGACGCTACG
 

trn L (UAA)intronR  GGGGATAGAGGGACTTGAAC



結果および考察

供試したオオサクラソウおよびエゾオオサクラソ

ウの花柱性を表２に示す。日高で採取した個体は，

すべてオオサクラソウであった。釧路，根室，北空

知で採取した個体は，花茎や葉柄に縮れ毛が密生し

ていたことから，すべてエゾオオサクラソウであっ

た。日高で採取したオオサクラソウでは，短花柱花

が37個体，長花柱花が23個体であった。釧路で採

取したエゾオオサクラソウでは，短花柱花が67個

体，長花柱花が51個体であった。根室で採取したエ

ゾオオサクラソウでは，短花柱花が13個体，長花柱

花が27個体であった。北空知で採取したエゾオオサ

クラソウの花柱性は，採取日が遅くなり，花の時期

が終わっていたため確認することはできなかった。

trnH-psb A領域の塩基配列の変異を表３に，trnL
 

intron領域の塩基配列の変異を表４に示す。２領域

の塩基配列を決定して比較したところ，オオサクラ

ソウとエゾオオサクラソウには六つのハプロタイプ

が存在することが明らかになった。葉緑体ゲノムの

２領域の塩基配列にもとづくハプロタイプの地理的

分布を図１に示す。日高の個体はすべてハプロタイ

プＦであった。釧路では，４集団がハプロタイプＡ

であり，内陸側の２集団で，ハプロタイプＡとハプ

ロタイプＢが1：3の割合で混在する集団と，1：2

の割合で混在する集団が各１集団あった。また，根

室ではすべての集団がハプロタイプＡであった。北

空知では，ハプロタイプＣ，Ｄ，Ｅが1：1：1の割

合で混在する集団，ハプロタイプＣとＤが3：1の割

合で混在する集団およびすべての個体がハプロタイ

プＣである集団に分かれた。

オオサクラソウとエゾオオサクラソウの葉緑体ゲ

ノム２領域の塩基配列変異から得られた遺伝距離を

表５に示す。オオサクラソウのハプロタイプＦとエ

ゾオオサクラソウのハプロタイプＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，

Ｅ間の距離は最も遠く，それぞれ0.002522，

0.002558，0.002642，0.003789，0.002639であった。

次に，北空知に見られたハプロタイプＤとハプロタ

イプＡ，Ｂ，Ｃ，Ｅ間が遠く，それぞれ0.001261，

0.001278，0.001319，0.001319であった。その他の

北海道におけるオオサクラソウの葉緑体ゲノムの遺伝的変異

表3．trnH-psbA領域の塩基配列の変異

161-169 195-203 398-447

ハプロタイプＡ TTTAGTTCA AATATTAAG TATGTAAATAAAAAACGACTATAACTAATAAATAACTAATAA

ハプロタイプＢ TTTAGTTCA AATATTAAG TATGTAAATAAAAAACGACT  ATAACTAATAA-----------------

ハプロタイプＣ TTTAGTTCA AATATTAAG TATG  TAA------------------------------------------------------

ハプロタイプＤ TTTAGTTCA AATAGTAAG TATGTAAATAAAAAACGACTATAACTAATAAATAACTAATAA

ハプロタイプＥ TTTAGTTCA AATATTAAG TATG  TAA------------------------------------------------------

ハプロタイプＦ TTTAATTCA AATATTAAG TATGTAAATAAAAAACGACTATAACTAATAAATAACTAATAA

表中の数字はタバコ葉緑体ゲノム上での位置を示す

表2．供試したオオサクラソウおよびエゾオオサクラソウの花柱性

花柱性（個体数)
所在 種名（変種名) 集団数 個体数

短花柱花 長花柱花

北空知 エゾオオサクラソウ 3 60 未確認

日高 オオサクラソウ 3 60 37 23

釧路 エゾオオサクラソウ 6 118 67 51

根室 エゾオオサクラソウ 2 40 13 27

表4．trnL intron領域の塩基配列の変異

49593-49630

ハプロタイプＡ CGCATATGTACTGAAATACTATATCATCAAAATAAAATGTTTATTTTTTCTATAAAAAAAAGAGA
ハプロタイプＢ CGCATATGTACTGAAATACTATATCATCAAAATAAAATGTTTATTTTTTCTATAAAAAAAAGAGA
ハプロタイプＣ CGCATATGTACTGAAATACTATATCATCAAAATAAAATGTTTATTTTTTCTATAAAAAAA-GAGA
ハプロタイプＤ CGCATATGTACTGAAATACTATATCATCAAAATAAAATGTTTATTTTTTCTATAAAAAAA-GAGA
ハプロタイプＥ CGCATATGTACTGAAATACTATATCATCAAAATAAAATGTTTATTTTTTCTATAAAAAAAAGAGA
ハプロタイプＦ CGCATGTGTACTGAAATACTATATCATCAAAATAAAATGTTTATTTTTTCTATAAAAAAAAGAGA

表中の数字はタバコ葉緑体ゲノム上での位置を示す
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ハプロタイプ間では，遺伝距離は0.000000と非常に

近かった。

２領域の塩基配列にもとづく葉緑体ゲノムハプロ

タイプの近隣結合法により構築された系統樹を図２

に示す。ハプロタイプＦとハプロタイプＡ，Ｂ，Ｃ，

Ｄ，Ｅのグループが分化し，次にハプロタイプＤと

ハプロタイプＡ，Ｂ，Ｃ，Ｅが分化し，ハプロタイ

プＡからハプロタイプＢが分化し，さらにハプロタ

イプＡからハプロタイプＣ，Ｅが分化したものと考

えられた。

霞ヶ浦においてオオサクラソウと同じ異型花柱性

を示すアサザの個体群では，異型花柱性崩壊の象徴

とされる等花柱花が発見されている（丸井・鷲谷

1993）。また，正常花柱型間にも生理的不和合性が弱

く，二型花柱性の崩壊が認められている（上杉ら

2009）。異型花柱性植物は，集団サイズが小さくなる

と和合性のある異花型の個体や花粉媒体者の訪花が

減少するために種子生産率が著しく低下する（Wa-

shitani et al. 1991）。また，集団内に短花柱花と長

花柱花の両花柱型を保持するためには，すくなくと

も20ジェネット程度維持する必要があると推定さ

れている（本城ら2002）。本研究で調査したオオサク

ラソウおよびエゾオオサクラソウの野生集団は，短

花柱花と長花柱花がほぼ1：1の割合で混在し，両花

柱型がバランスよく集団内に分布していた。また，

釧路の１集団では10個体しか自生していなかった

が，それ以外はすべて20個体以上からなる集団で

あった。以上のことから考え，本研究で調査したほ

とんどの集団は両花柱型の比や個体数から安定的に

正常な種子生産を行うことができる環境にあること

が示唆された。

オオサクラソウとエゾオオサクラソウの trnH-

psb A領域や trnL intron領域の塩基配列から，六つ

のハプロタイプが見出された。trnH-psb A領域では

図1．葉緑体ゲノムの２領域の塩基配列にもとづくハプロタイプの地理的分布。

表5．オオサクラソウとエゾオオサクラソウの葉緑体ゲノム２領域の塩基配列変異から得られた遺伝距離

1 2 3 4 5 6

１ ハプロタイプＡ ＊

２ ハプロタイプＢ 0.000000 ＊

３ ハプロタイプＣ 0.000000 0.000000 ＊

４ ハプロタイプＤ 0.001261 0.001278 0.001319 ＊

５ ハプロタイプＥ 0.000000 0.000000 0.000000 0.001319 ＊

６ ハプロタイプＦ 0.002522 0.002558 0.002642 0.003789 0.002639 ＊
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二つの塩基置換と一つの挿入・欠失，trnL intron領

域では一つの塩基置換と一つの挿入・欠失が見出さ

れた。trnH-psb A領域は，これまでに816種の植物

で塩基配列の決定がされており，そのうち641種で

特異的な配列が認められている（松木ら2008）。ま

た，trnL intron領域は，カヤツリグサ科で多くの多

型が検出されている（Senni et al. 2005）。平原ら

（2007）が行った研究では，10種のカヤツリグサ科

ビャッコイ属で647bp中109bpもの変異が認めら

れたと報告している。２領域ともに種間や種内にお

いて多くの変異が認められ，多くの研究に用いられ

ている（Fujii 2003，Kondo et al.2007）。しかし，

Honjo et al.（2004）が行ったサクラソウの２領域の

葉緑体ゲノムの塩基配列では，trnH-psb A領域に三

つの塩基置換と一つの挿入・欠失，trnL intron領域

においても三つの塩基置換と一つの挿入・欠失が見

出され，本研究の結果とそれほど差はなかった。本

研究で見出された六つのハプロタイプは特異的な地

域分布をしていており，北空知に三つ，日高に一つ，

釧路と根室に二つのハプロタイプが存在した。

Honjo et al.（2004）は３領域の葉緑体ゲノム領域の

塩基配列から35個のハプロタイプを見出した。この

ことは，本研究において同じハプロタイプであると

判断された個体でも，さらに他の領域の塩基配列を

比較することで異なるハプロタイプに位置づけられ

る可能性を示唆している。

一方，２領域の塩基配列にもとづく葉緑体ゲノム

ハプロタイプから構築された系統樹の結果から，オ

オサクラソウとエゾオオサクラソウが分岐している

ことが判明したが，遺伝距離は0.002522～0.003789

であった。Suyama et al.（1992）が解析したオオシ

ラビソの３地域間の遺伝距離は0.007～0.012を示

し，これと比較すると，オオサクラソウとエゾオオ

サクラソウの遺伝距離は非常に近いものであること

がわかった。しかし，葉緑体ゲノムは突然変異率が

低く，いくつかの植物では種内変異が見出されな

かったという報告もあることから（Fujii  et  al.

1996），本研究で行った２領域の葉緑体ゲノム解析の

結果のみでは，遺伝距離を過少に評価する可能性が

ある。オオサクラソウとエゾオオサクラソウのハプ

ロタイプ間の遺伝距離は非常に近いものの，両種の

ハプロタイプは特異的に地域分布しており，環境に

適応して遺伝子の分化も生じている可能性がある。

今後は供試個体数や採取地域，比較領域を増やし，

これらの関係や分化を明確にする必要がある。一方，

本研究の結果，オオサクラソウやエゾオオサクラソ

ウのハプロタイプは地域的に特異性を有することが

明らかになった。このことから，保全や復元のため

でも地域間で個体を移動する場合，慎重に検討を行

う必要性が示唆された。
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要 約

北海道に自生しているオオサクラソウの２変種

は，北海道のレッドデータブックには希少種として

記載されている（北海道2001）。本研究では，北海道

で採取したオオサクラソウの２変種の葉緑体ゲノム

を調査し，野生集団が保有する遺伝的多様性とその

地理的分布の把握を試みた。

その結果，オオサクラソウでは一つのハプロタイ

プであったのに対し，エゾオオサクラソウには五つ

のハプロタイプが見られた。特にエゾオオサクラソ

ウで見られた五つのハプロタイプの出現頻度には，

採取した集団と地域間に違いが認められた。すなわ

ち，北空知で採取したエゾオオサクラソウにはハプ

ロタイプＣ，Ｄ，Ｅが1：1：1の割合で混在する集

団と，ハプロタイプＣ，Ｄが3：1の割合で混在する

集団と，すべての個体がハプロタイプＣの集団が，

それぞれ１集団ずつあった。日高で採取したオオサ

クラソウはすべてハプロタイプＦであった。また，

釧路で採取したエゾオオサクラソウはハプロタイプ

Ａが４集団，ハプロタイプＡとハプロタイプＢが

1：2の割合で混在する集団と1：3の割合で混在す

る集団がそれぞれ１集団ずつあった。根室ではすべ

ての個体がハプロタイプＡであった。本研究で明ら

かにした六つのハプロタイプを近隣結合法により分

子系統樹を作成した。その結果，はじめに，ハプロ

タイプＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅのグループからハプロタ

イプＦが分化し，次にハプロタイプＤとハプロタイ

プＡ，Ｂ，Ｃ，Ｅの分化が起こり，その後，ハプロ

タイプＡからハプロタイプＢが分化し，さらにハプ

ロタイプＡからハプロタイプＣ，Ｅが分化したもの

と考えられた。
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Summary
 

Two varieties of Primula jesoana inhabiting Hokkaido are described as rare species in Hokkaido in the
 

Red Data Book of Hokkaido (Hokkaido 2001). The variation of chloroplast DNA (cpDNA)in the two
 

varieties of Primula jesoana collected in Hokkaido were examined focusing on the relation between gene
 

phylogeny and geographic distribution of the habitats in this study.

In Primula jesoana Miq.var.jesoana only one haplotype of cpDNA was found and in Primula jesoana Miq.

var.pubescens five haplotypes of cpDNA,whose types varied with the collected population and the locality
 

were found. Primula jesoana Miq.var.pubescens in Kita-sorachi distrinct were classified into three groups
 

according to the combination of the haplotypes:one had three haplotypes,C,D and E at a ratio of 1:1:1,one
 

had two haplotypes C and D at a ratio of 3:1 and one had only one haplotype C. Primula jesoana Miq.var.

jesoana collected in Hidaka had only one haplotype named F in this study. Primula jesoana Miq. var.

pubescens collected in Kushiro consisted of four populations having only one haplotype A,one populations
 

having two haplotypes A and B at a ratio of 1:2 and one population having two haplotypes were A and B
 

at a ratio of 1:3. Only one haplotype A was found in Primula jesoana Miq. var. pubescens collected in
 

Nemuro.

The results of neighbor joining analysis of the six cpDNA haplotypes(A,B,C,D,E,F)of Primula jesoana
 

found in this study showed that F was specialized first,and then D was differentiated from A,B,C and E.

After this,B differentiated from A and then C and E differentiated from A.
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