
緒 言

近年，地球の自己修復機能や浄化作用を上回る開

発や汚染で，地球環境は悪化している。中でも，熱

帯林の減少や砂漠化，温暖化などにより生物の消失

が危惧されている。これらを受けて1992年に「生物

の多様性に関する条約」が成立した。生物多様性と

は，すべての生物（陸上生態系，海洋その他の水界

生態系，これらが複合した生態系，その他の生息ま

たは生育の場のいかんを問わない）の間の変異性で

あり，種内の多様性，種間の多様性および生態系の

多様性を含むものであると定義されている（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

を積極的に推進していく必要がある。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，生態系の多様性の基盤である種の多様性，さ

らには種内の遺伝的多様性への配慮が必要となる。

遺伝的多様性は地理的に隔たった集団間の変異（地

理的変異）と単一の集団内に見られる変異（集団内

変異）の２つの面が指摘されている（小池・松井

2003）。地理的変異は，集団が変遷を繰り返すなかで

独自に獲得してきた変異であると考えられる。この

地理的変異の解析は Senni et al.（2005）が高山植物

で，白石ら（1996）がカラマツで起源や分布の変遷

過程を探るために行なっている。また，集団内変異

の研究は，近交弱勢を防ぐため，サクラソウなど保

全を求められている植物で多く行なわれている（北

本ら2005）。

地理的変異および集団内変異は，植物が長年をか

けて集積した遺伝情報であり，それを人間の活動に

より破壊すると修復が難しい。津村（2008）は広葉

樹について，自然が長い時間をかけて築き上げた遺

伝構造を人為的に攪乱する（人為的攪乱）と集団や

種の衰退につながるとしている。しかし，人為的攪

乱はいたる所で起こっている。人為的攪乱の影響は，

希少種（山口ら2010）や緑化（津村・岩田2003），

植林（津村2008）などで研究されているが，十分と

は言えず，農耕に関する研究は少ない（保田ら

2003）。

種内の集団間や集団内における遺伝変異を把握す

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から（津村2001），

北海道や長野県のサクラソウ野生集団由来の DNA

から多数の SSRマーカーを開発している（Ueno et
 

al.2003，北本ら2005）。北本・本城（2007）はそれ

らを利用し，サクラソウの遺伝的多様性の把握を

行っている。一方，葉緑体ゲノムを用いた研究は

1986年にタバコの葉緑体ゲノムの全塩基配列が発

表されたことから飛躍的に発展した（Shinozaki et
 

al.1986）。葉緑体ゲノムは構造遺伝子配列などが核

ゲノムと比べ，系統発生学的に安定していることや

ほとんどの被子植物では母性遺伝するため，種間の

系統関係の解明（宮村ら1995）や遺伝的多様性の解

明に適していた（Amoatey and Tilney-Bassett
 

1994）。また，葉緑体ゲノムは２つの単一領域
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（LSC：large single copyと SSC：small single
 

copy）と１組の逆位反復配列（IR：inverted repeat）

からなる120～160kbpの環状構造をもつことから

（Shinozaki et al.1986），ダイレクトシークエンス

による塩基配列の決定が可能で分析が容易であっ

た。このことから，系統解析（Okaura and Harada
 

2002）や遺伝的多様性の把握（小林ら2008）に広く

用いられるようになった。系統解析に関する研究で

は広範な種を材料に，それらの分子系統関係を明ら

かにして，形態による系統関係と比較している（白

石ら1996）。遺伝的多様性の把握に関する研究では，

対象となる植物はそのほとんどが希少種であり，そ

の保全を目的として，集団内変異を明らかにするも

のが多く（Honjo et al. 2004），地理的変異を明ら

かにする中で，遺伝子の人為的攪乱を検討する研究

は少ない（津村・岩田2003）。遺伝子の人為的攪乱を

検討するためには全国に分布し，採取が容易で，人

間活動に関係の深い植物を指標種とする必要があ

る。そこで，河岸，湿った林床や湿原などのほか，

水田や畑の排水などの農耕地周辺に生育するミゾソ

バに注目した。ミゾソバは，アジア北東部に分布し，

日本国内では沖縄を除き全国の水湿地に生育するタ

デ科の一年生草本であり（北川1982），形態的変異が

大きく，種内に形態の異なる単位群の存在を明らか

にしている（花井ら2004，2006，2007）。また，近縁

種では，ヤマミゾソバ（Persicaria oreophila (Ma-

kino)Hiyama），オオミゾソバ（Persicaria thunber-

gii (Siebold et Zucc.)H.Gross var.stolonifera (F.

Schmidt)Nakai ex H.Hara）などが存在し形態的

研究も進んでいる。近年，小河川の富栄養化診断の

指標（大塚・根本1999）やカドミウムのハイパーア

キュミュレーター（九万田ら2001）として注目され

ている。しかし，ミゾソバでの遺伝的多様性の把握

に関する研究はなされていない。

そこで，本実験ではミゾソバの遺伝変異を解明す

れば，地理的変異や人為的攪乱を研究するための，

モデル植物になるのではないかと考え，北海道を中

心にミゾソバにおける遺伝変異の把握を試み，地理

的変異や分布変遷過程を検討した。

材料および方法

材料は2009年と2010年の８～10月に，浜中町，

幌加内町，倶知安町，厚沢部町，北斗市，江別市，

羽幌町，北見市と積丹町の耕地排水の周辺から，別

海町，稚内市と浜頓別町の河川や沢から，新ひだか

町と占冠村の湿った林床からミゾソバの葉を採取し

た。また，比較のため福島県，秋田県，大阪府・京

都府・奈良県から採取した。採取したミゾソバの葉

は DNA抽出まで－80℃で保存した。DNA抽出は

SDS0.3％，NaCl400mM，EDTA5mM，Tris-

HCl20mM 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

法によって葉緑体ゲノム trnS（GCU）と trnG

（UCC）の遺伝子間領域を増幅した（表１）。PCR反

応は２×Ampdirect  Plus（Shimadzu, Kyoto,

Japan）とNova Taq（Merck, Darmstadt, Ger-

many）を用いて行なった。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。シークエンス反応には Big Dye
 

Terminator v1.1 Cycle Sequencing KIT（Applied
 

Biosystems,Foster City,WI）を用いた。タバコ葉

緑体ゲノムでは trnS（GCU）-trnG（UCC）領域が

843塩基であり，１回のダイレクトシークエンスで

はすべての塩基配列を決定できないため，trnS

（GCU）-trnG（UCC）領域の間にシークエンスプラ

イマーを作成し，trnSwとした（表１）。trnSwを用

い，trnS（GCU）-trnG（UCC）領域の塩基配列を

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer（Applied
 

Biosystems,Foster City,WI）で決定した。また，

本実験では多検体を扱うにあたり trnS（GCU）

-trnG（UCC）領域の前半領域である，trnS（GCU）

-trnSw領域の塩基配列を決定し，解析を行なった。

分子系統解析は，MEGA4を用いて行った。分子系

統樹は，遺伝距離としてKimura（1980）の二変数法

を用いた近隣結合（NJ）法（Saitou and Nei 1987）

によって作成した。系統樹の信頼性はブートスト

ラップ値（1,000反復）によって評価した。また，分

子系統樹の精度を高めるためNCBI（http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/）に trnS（GCU）-trnG（UCC）
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表1 葉緑体ゲノムの領域とプライマー配列

領域 プライマー配列

trnS（GCU） GCCGCTTTAGTCCACTCAGC
 

trnG（UCC） GAACGAATCACACTTTTACCAC
 

trnSw  CAACGGGTCGTAGATAGAAA



領域の塩基配列が登録されている，ミゾソバと同じ

タデ科であるダイオウ属のルバーブ（Rheum moor-

croftianum）とジンヨウスイバ属のジンヨウスイバ

（Oxyria digyna）をアウトグループとした。

結果および考察

ミゾソバにおける trnS（GCU）-trnG（UCC）領

域は734塩基（AB618623；DDBJ）であり，多型が

見られた。trnS（GCU）-trnSw領域で検出されたハ

プロタイプとその塩基配列を表２に示す。trnS

（GCU）-trnSw領域には５箇所の変異が検出され

た。そのうち３箇所は１または５塩基の挿入であり，

２箇所は一塩基置換であった。これらの変異の組み

合わせから，６つのハプロタイプ（Ａ～Ｆ）の存在

が確認された。

北海道におけるミゾソバの葉緑体ゲノム trnS

（GCU）-trnSw領域の塩基配列にもとづく採取環境

ごとのハプロタイプ出現割合を図１に示す。北海道

内で確認されたハプロタイプは採取環境を耕地排水

（排水路，側溝，明渠）・河川・林床に区分すると，

その出現割合に違いはあったが，どの環境でもすべ

てのハプロタイプが検出された。このことから，こ

れらのハプロタイプ間には，環境との関連性はない

ことが明らかとなった。また，ミゾソバの葉緑体ゲ

ノム trnS（GCU）-trnSw領域の塩基配列にもとづ

くハプロタイプの地理的変異を図２に示す。浜中町

では，８地点から採取した50個体のハプロタイプ割

合は，ハプロタイプ B：D：Fが25：13：12となっ

た。幌加内町では，２地点から採取した20個体すべ

てがハプロタイプＢであった。倶知安町では，１地

点から採取した20個体すべてがハプロタイプＢで

あった。厚沢部町では，２地点から採取した20個体

のハプロタイプ割合は，ハプロタイプA：Bが11：

9となった。北斗市では，１地点から採取した20個

体のハプロタイプ割合は，ハプロタイプA：B：F

が3：4：13となった。江別市では，４地点から採取

した20個体すべてがハプロタイプＢであった。羽幌

町では，５地点から採取した20個体のハプロタイプ

割合は，ハプロタイプA：B：Dが4：15：1となっ

た。北見市では，５地点から採取した20個体すべて

がハプロタイプＢであった。積丹町では，５地点か

ら採取した20個体のハプロタイプ割合は，ハプロタ

ミゾソバにおける葉緑体ゲノムの遺伝変異

表2 trnS（GCU）-trnSw領域で検出されたハプロタイプとその塩基配列

121-131 137-147

ハプロタイプＡ T  A T － － － － － T  A T  T  T  A － － － － － T  T  T
ハプロタイプＢ ・ ・ ・ A A T  G T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ハプロタイプＣ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ハプロタイプＤ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ハプロタイプＥ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T  A T  T  A ・ ・ ・

ハプロタイプＦ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

258-264 271-277 393-399

ハプロタイプＡ A A A － T  T  G  A A A T  A A A  G  G  C  G T  G  G
ハプロタイプＢ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ハプロタイプＣ ・ ・ ・ Ａ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ハプロタイプＤ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Ｔ ・ ・ ・

ハプロタイプＥ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Ｔ ・ ・ ・

ハプロタイプＦ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Ｇ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Ｔ ・ ・ ・

表中の・はハプロタイプＡと同一の配列であることを示し，－は欠失していることを示す。

図1 北海道におけるミゾソバの葉緑体ゲノム trnS（GCU）-trnSw領域の塩基

配列にもとづく採取環境ごとのハプロタイプ出現割合
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イプA：Bが1：4となった。別海町では，３地点か

ら採取した20個体のハプロタイプ割合は，ハプロタ

イプ B：D：Fが9：10：1となった。稚内市では，

２地点から採取した10個体すべてがハプロタイプ

Ｂであった。浜頓別町では，４地点から採取した20

個体のハプロタイプ割合は，ハプロタイプA：Bが

13：7となった。新ひだか町では，２地点から採取し

た20個体のハプロタイプ割合は，ハプロタイプ B：

Dが19：1となった。占冠村では，３地点から採取

した15個体のハプロタイプ割合は，ハプロタイプ

A：Bが11：4となった。福島県では，９地点から採

取した35個体のハプロタイプ割合は，ハプロタイプ

A：D：E：Fが25：4：1：5となった。秋田県で

は，５地点から採取した20個体のハプロタイプ割合

は，ハプロタイプ B：C：Fが1：1：3となった。大

阪府では，２地点から採取した10個体すべてがハプ

ロタイプＢであった。京都府では，１地点から採取

した６個体のハプロタイプ割合は，ハプロタイプ

A：Cが1：1となった。奈良県では，１地点から採

取した２個体すべてがハプロタイプＡであった。北

海道では，浜中町，北斗市，羽幌町と別海町で，３

つのハプロタイプの混在が確認でき，これらの地点

の多様性が高いことが示唆された。また，北海道で

はハプロタイプＢが295個体中198個体と非常に多

く検出された。一方，ハプロタイプＣ，Ｅは本州で

しか確認できなかった。このことから，ハプロタイ

プの出現頻度は地域的に特異性のあることが示唆さ

れた。

ミゾソバの葉緑体ゲノム trnS（GCU）-trnSw領

域の塩基配列にもとづくハプロタイプを近隣結合法

により構築した系統樹を図３に示す。６種類のハプ

ロタイプはクレード （Ａ，Ｂ，Ｃ），クレード （Ｄ，

Ｅ）とクレード （Ｆ）の３つのクレードに分けら

れた。まず，ハプロタイプＦとハプロタイプＡ，Ｂ，

Ｃ，Ｄ，Ｅが分化し，次にハプロタイプＤ，Ｅとハ

プロタイプＡ，Ｂ，Ｃが分化したと考えられた。ミ

ゾソバ葉緑体ゲノム trnS（GUC）-trnSw領域の塩

基配列の変異から得られたハプロタイプ間の遺伝距

離を表３に示す。クレード とクレード 間の距離

は最も遠く，0.006であった。クレード とクレード

間の距離は，0.003であった。クレード とクレー

ド 間の距離は，0.003であった。また，クレード内

のハプロタイプ間では，遺伝距離は非常に近いこと

が明らかになった。一方，ミゾソバの葉緑体ゲノム

trnS（GCU）-trnSw領域の塩基配列にもとづくハプ

ロタイプを遺伝距離により構築した系統樹を図４に

示す。この図からクレード からクレード とク

レード に分化したことが考えられ，クレード が

図2 ミゾソバの葉緑体ゲノム trnS（GCU）-trnSw領域の塩基配列にもとづくハプロタイプの地理的変異
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祖先型ではないかと思われた。

高等植物の葉緑体ゲノムは，２つの単一領域

（LSCと SSC）と１組の逆位反復配列（IR）からな

る120～160kbpの環状構造をもつとされる（Shin-

ozaki et al.1986）。また，イネ（Oryza sativa）で

はHiratsuka et al.（1989）が，トウモロコシ（Zea
 

mays）ではMaier et al.（1995）が，パンコムギ

（Triticum aestivum）ではOgihara et al.（2002）

が，タバコ（Nicotiana tabacum）では Shinozaki et
 

al.（1986）がその全塩基配列を解読しているため，

増幅プライマーの開発や比較ゲノムなどの研究も進

んでいる。ほとんどの被子植物では葉緑体が母性遺

伝するため（Amoatey and Tilney-Bassett 1994），

地理的変異を解明するのに適している。また，葉緑

体ゲノムは単一領域内の塩基配列の解読にクローニ

ング作業が不要であるという実験操作上の利点か

ら，科や属，種間の系統解析と種内の遺伝的多様性

を解明するための遺伝マーカーとして用いられてき

た（保田・芝山2006）。本実験では，19地点371個

体のミゾソバの葉緑体ゲノム trnS（GCU）-trnSw

領域の塩基配列を決定し，５箇所の変異を検出した

（表２）。これらの変異から，６つのハプロタイプ（Ａ

～Ｆ）の存在を明らかにした。また，各採取地点で

出現するハプロタイプやその出現比率に違いが認め

られた（図１）。國分（2006）は葉緑体ゲノムにも変

化の早い領域と遅い領域があると指摘している。藤

井（2008）は，進化の早いとされる非翻訳領域の塩

基配列情報を利用し，ハプロタイプの偏りから高山

植物の分布変遷過程を解明している。藤井（2001）

はヨツバシオガマ（Pedicularis  chamissonis
 

Steven）で葉緑体ゲノムの trnT（UGU）-trnF

（GAA）領域の解析を行ない，本実験に比較し17種

類と多くのハプロタイプを検出している。本実験で

塩基配列を決定した trnS（GCU）-trnSw領域は，

藤井（2001）が解析した trnT（UGU）-trnF（GAA）

領域に比べ，検出できたハプロタイプの種類が６つ

と少ないため，変化が遅い領域であると考えられた。

しかし，保田ら（2003）は，チガヤ（Imperata cylin-

drica）の psb A-mat K，trnV第１イントロンと

psaC-ndhEの３つの領域から検出された６つのハ

プロタイプでも十分に地理的変異を解析できるとし

ている。これらのことから，本実験で得られた各採

取地点のハプロタイプの偏りをもとに，地理的変異

や分布変遷過程を明らかに出来るものと考えた。本

実験でのハプロタイプの系統解析の結果，検出した

ハプロタイプは３つのクレードに分かれ，遺伝距離

からクレード が祖先型だと考えられた（図４）。こ

のことから，北海道におけるクレード は，浜中町，

羽幌町，別海町と新ひだか町から検出されており，

ミゾソバはこれらの地域から広がったことが示唆さ

れた。また，ミゾソバが北海道へ一元的に伝播した

のではなく，太平洋側（浜中町，別海町，新ひだか

町）と日本海側（羽幌町）の二つの方向から伝播し

たことを示唆した。また，クレードの出現割合は浜

中町や別海町と福島県の太平洋側と北斗市と秋田県

の日本海側でほぼ一致している。これらの結果は前

図3 ミゾソバの葉緑体ゲノム trnS（GCU）-trnSw領域の塩基配列に

もとづくハプロタイプを近隣結合法により構築した系統樹

表3 ミゾソバ葉緑体ゲノム trnS（GCU）-trnSw領域の塩基配列の変異から

得られたハプロタイプ間の遺伝距離

１ ２ ３ ４ ５ ６

１ ハプロタイプＡ

２ ハプロタイプＢ 0.000

３ ハプロタイプＣ 0.000 0.000

４ ハプロタイプＤ 0.003 0.003 0.003

５ ハプロタイプＥ 0.003 0.003 0.003 0.000

６ ハプロタイプＦ 0.006 0.006 0.006 0.003 0.003
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述の考察を支持している。しかし，本実験は，北海

道と本州の限られた地域のミゾソバでしか解析して

いないため，対象とする地域を全国に広げ，調査地

点や個体数を増やし，さらに詳しく遺伝変異を把握

することが必要である。

以上の結果，ミゾソバは人為攪乱が植物集団内の

遺伝的多様性におよぼす影響や遺伝変異の地理的分

化を解明するためのモデル植物になるものと考えら

れ，今後の研究の進展が期待される。
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Summary
 

The genetic diversity of Persicaria thunbergii chloroplast DNA(cpDNA)region of trnS (GCU)-trnG (UCC)

was examined to determine whether the genetic differences among the populations can be used as the
 

anthropogenic disturbance index. Analyses were performed for 371 individuals sampled from the 19
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populations collected in Hokkaido,Akita,Fukushima,Osaka,Kyoto and Nara.

The populations were classified in to six groups (A to F)according to the haplotype on the basis of two
 

nucleotide substitutions and three deletions in the Persicaria thunbergii cpDNA region of trnS (GCU)-trnG

(UCC). Haplotypes varied with the collected population and the locality. Persicaria thunbergii in Horo-

kanai,Kucchan,Ebetu,Wakkanai and Kitami had only haplotype B. Hamanaka had three haplotypes,B,

D and F at a ratio of 25:13:12. Fukushima had four haplotypes,A,D,E and F at a ratio of 25:4:1:5. Assabu
 

had two haplotypes,A and B at a ratio of 11:9. Hokuto had three haplotypes,A,B and F at a ratio of 3:

4:13. Sinhidaka had two haplotypes,B and D at a ratio of 19:1. Simukappu had two haplotypes,A and B
 

at a ratio of 11:4. Bekkai had three haplotypes, B, D and F at a ratio of 9:10:1. Haboro had three
 

haplotypes,A,B and D at a ratio of 4:15:1. Hamatonbetu had two haplotypes,A and B at a ratio of 13:7.

Akita had three haplotypes,B,C,and F at a ratio of 1:1:3. Syakotan had two haplotypes,A and B at a ratio
 

of 1:4. Osaka had only haplotype A. Kyoto had two haplotypes,A and C at a ratio of 1:1. Nara had only
 

haplotype A. Haplotypes A,B,D and F were discovered from Hokkaido populations,whereas haplotypes
 

C and E were distributed in Akita,Fukushima,Osaka,Kyoto and Nara populations.

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 the six haplotypes were classified into three clades. A, B and C were
 

classified into clade I,D and E into clade II and F into clade III. Clade III differentiated first,and then clade
 

I differentiated from clade II.
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