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摘要:本 実験 では復 元の観 点か ら遺伝 的多様 性 に関す る基礎 的知

見 を得 るた め,爾 志郡 乙部 町 と厚 岸郡 浜 中町霧多布 湿原,霧 多布

岬に分布す るゼ ンテイカ の葉緑体 ゲ ノムtrnH-psbA領 域 とtrn

L(UAA)intron領 域 の塩 基配列 を決 定 し,遺 伝 変異 の有無 を調 べ

た。 その結 果,葉 緑体ゲ ノムtrnH-pshA領 域 の塩基配 列,624

塩基(AB716413)を 決 定 した が,こ の領 域 か ら多型 は検 出できな

かった。一 方,trnL(UAA)intron領 域 の塩基配 列,594塩 基 を

決 定 した。 この領域 に は4箇 所で 多型が検 出で き,6種 のハ プ ロ

タイ プが確認 され た(AB727660-AB727665)。 これ らハ プ ロタ

イ プは地域 間で 出現す る種 類や その 出現割 合 に差 が生 じた。

キー ワー ド:」Uemeroeallisゴ α切o蛎 θ㎡,復 元,遺 伝 的多様性,

地理 的変異,trnH-psbA,trllL(UAA)intron

1.は じめ に

全 国 的 な シ カ の急 増 に伴 い,シ カ の食 害 は農 林 業 に大 き な

被 害 を も た ら して い る。 ま た,希 少 種 や 高 山植 物 が シ カ に食

害 され,希 少 種 の減 少 や 群 落 の消 失 が報 じ られ て い る2)。 北

海 道 で も,エ ゾ シ カ の食 害 に よ る影 響 で大 き な被 害 が 出 て い

る4)。 ま た,北 海 道 洞 爺 湖 中 島 で は希 少 種 の減 少 や エ ゾ シ カ不

嗜 好 植 物 の増 加 が確 認 され て い る15)。

近 年,北 海 道 厚 岸 郡 浜 中 町 の霧 多 布 湿 原 で は,ゼ ンテ イ カ

(HemerocallisdumortieriC.Morrenvar.esculenta

(Koidz.)Kitam.exMMatsuokaetM.Hotta)の 花 や つ ぼ み

がエ ゾ シ カ に食 害 され る よ うに な った(写 真 一1)。 ゼ ン テイ

カ は 中部 地 方 以 北 の本 州 お よび 北 海 道 全 域 に分 布 し,高 山や

低 地 の湿 原 や 海 岸 の岩 場 や 草 地 に群 生 す るユ リ科 ワ ス レグ サ

属 の多 年 生 草 本 で あ る14)。エ ゾ シ カ の食 害 を受 け て もゼ ン テ

イ カ は多 年 生 草 本 で あ る た め,現 在 の とこ ろ霧 多布 湿 原 で は

ゼ ンテ イ カ の個 体 数 の急 激 な減 少 は認 め られ て い な い。 しか

し,こ の ま ま高 い採 食 圧 を受 け続 けれ ば,個 体 数 の減 少 や 個

体 群 の消 失 が危 惧 され る16)。 個 体 数 の減 少 が 起 こ った 場 合,

そ の個 体 群 の保 全 や 復 元 を検 討 しな けれ ば,い ず れ そ の個 体

群 は消 失 す る可 能 性 が高 い。 個 体 群 の復 元 は個 体 数 が減 少 し

た個体群に別の個体群から種子や個体を移動 させることが多

い13)。しかし,遺 伝的多様性の観点か ら,別 の個体群からの

個体の移動は遺伝子撹乱の危険性があり,わ ずかに残った個

体群の価値まで失 う可能性がある。また,そ れぞれの個体群

にはその地域に適応 した遺伝子やその組合せがあり,地 域間

での植物の移動が,そ の地域の個体群の存続に悪影響をおよ

ぼすおそれがある8)。 一方,長 期的な生物多様性の保全にと

って,地 域間の隔離などの種が分化する条件を維持すること

が重要であり,地域間での移植は遺伝的な交流の機会が増え,

多様性の減少に繋がる17)。そのため,復 元するためには個体

数が減少する前に,そ の個体群や周辺の個体群の遺伝的多様

性を把握 しておく必要がある。

近年,葉 緑体ゲノムは母性遺伝であるため地理的変異の解

明に適 していると報 じられている1)。 また,葉 緑体ゲノムは

遺伝子間領域に変異が多く見られることから,種 内変異を把

握する遺伝子マーカーとして有効であることが報告 されてい

る11)。その中でも葉緑体ゲノムのtrnH-psbA領 域は,変

異に富んだ領域 としてDNAバ ーコー ドの候補 として提案 さ

れている7)。また,trnL(UAA)intron領 域はいくつかの植

物で遺伝変異が報告 されている3,5)。これまで全国的にゼンテ

イカの遺伝的多様性を調べた例は見られるが9,10),霧 多布湿

原やその周辺での情報は十分 とは言えない。

そこで,本 実験では復元の観点から遺伝的多様性に関する

基礎的知見を得るため,爾 志郡乙部町と厚岸郡浜中町霧多布

湿原,霧 多布岬に分布するゼンテイカの葉緑体ゲノムtrnH-

psbA領 域およびtrnL(UAA)intron領 域の塩基配列をダイ

レク トシークエンス法を用いて決定し,遺 伝変異の有無を調

べた。また,個 体数の減少が危惧 される霧多布湿原 とその他

の調査地を比較 した。

2.材 料ならびに方法

材 料 は2011年6.月16日 に 爾 志 郡 乙部 町 か ら,7.月13～14

日に厚 岸 郡 浜 中 町霧 多布 湿 原 と霧 多布 岬 か ら,そ れ ぞ れ9個

体,14個 体 と14個 体 のゼ ンテ イ カ を選 び(図 一1),葉 を2

*連 絡 先 著 者:E-mai1:wagatuma@rakuno .ac.jp 〒069-8501北 海 道 江 別 市 文 京 台 緑 町582番 地
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,-80℃ で保 存 した。 保 存 した葉 はSDSO.3%,

NaCl400mM,EDTA5mM,Tris-HCI20mMで 構 成 され

るSNETとProteinaseKを50:1の 割 合 で混 合 した溶 解 液

を用 い,55QC1時 間 の加 熱 抽 出法 でDNAを 抽 出 した。 抽 出

したDNAは フ ェ ノー ル 抽 出 とエ タ ノー ル 沈 殿 で 精 製 し,

PCR法 で葉 緑 体 ゲ ノ ムtrnHとpsbAの 遺 伝 子 問領 域 とtrn

L(UAA)intron領 域 を 増 幅 し た(表 一1)。PCR反 応 は

AmplitaqGoldPCRMasterMixを 用 い,反 応 条 件 は95℃

で10分 間,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60℃ で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産 物 は0.8%

ア ガ ロー ス ゲル を使 用 した電 気 泳 動 法 で分 離 し,目 的 のDNA

断片 を 回収 し,ス ピン カ ラ ム法 とWizardSVGelandPCR

CIean-UpSystem法 でDNAを 精 製 した 。ス ピ ンカ ラ ム法 で

は,マ イ ク ロチ ュー ブ の底 に18Gの 注 射 針 で穴 を 開 け,そ の

中 に切 り出 した ゲル を入 れ,穴 を 開 け て い な い マ イ ク ロチ ュ

ー ブ の 上 に 重 ね た 。 そ の 後,8,000rpm,室 温 で ゲル が完 全

に 下 の マイ ク ロチ ュ ー ブ に落 ち る ま で遠 心 を行 っ た。 等 量 の

中性 フ ェ ノ ール を添 加 して 白濁 色 に な る ま で指 で 弾 い て よ く

混 合 し,-80℃ で30分 間 凍 結 した 。そ の後,室 温 で 半 解 凍 し,

15,000rpm,室 温 で5分 間遠 心 して 上清 を他 の マ イ ク ロチ ュ

ー ブ に移 し
,そ こに等 量 の 中性 フ ェ ノ ・ク ロを 添加 して混 合

し,チ ュー ブ ロー テ ー ター を用 い て1時 間 ゆ っ く り混 和 した 。

そ の後,再 び15,000rpm,室 温 で5分 間遠 心 した。 上清 を

マ イ ク ロチ ュ ー ブ に移 し,1/10容 のpH5.2に 調 整 した3M

酢 酸 ナ トリ ウム と1容 のイ ソプ ロパ ノー ル を 添 加 して混 合

し,20分 間 室 温 下 に 放 置 した 。そ の 後,15,000rpm,4℃ で

20分 間遠 心 後,底 の 白 い沈 殿 物 を残 して 上 清 を 完 全 に捨 て

た。 マ イ ク ロチ ュ ー ブ に70%エ タ ノール200μ1を 添加 し,

静 か に マイ ク ロチ ュ ー ブ 内 を洗 浄 した。15,000rpm,4℃ で

10分 間遠 心 後,上 清 を完 全 に 捨 て 沈 殿 を 乾 燥 後,30μ1の

TEBufferで 溶 解 した 。 一 方,WizardSVGelandPCR

CIean-UpSystem法 で は,切 り出 した ゲル を マ イ ク ロチ ュー

ブ に入 れ,MembraneBindingSolutionを ゲル ス ライ ス10

mgに 対 して10μ1添 加 し,ボ ル テ ック ス で混 合 した。そ の後,

55℃ で10分 間 ま た は ゲル ス ライ ス が 完 全 に溶 解 す るま で イ

ンキ ュベ ー トした。CollectionTubeにSVMinicolumnを 挿

入 し,調 製 した ゲル 溶 解 液 を 添加 後,室 温 で1分 間 イ ンキ ュ

ベ ー トした。 イ ンキ ュベ ー トしたSVMinicolumnassembly

を13,000rpmで1分 間 遠 心 した 後,SVMinicolumnを 取 り

外 し,CollectionTube内 の液 体 を 除去 した。 取 り外 したSV

Minicolumnを 再 度CollectionTubeに 挿 入 し,Membrane

WashSolution700μ1を 添加 し,13,000rpmで1分 間遠 心

した。そ の 後,SVMinicolumnを 取 り外 し,CollectionTube

内 の 液 体 を 除 去 し,取 り外 したSVMinicolumnを 再 度

CollectionTubeに 挿 入 した 。 そ の 後,MembraneWash

Solution500μ1を 添 加 し,13,000rpmで5分 間遠 心 した 。

そ の 後,SVMinicolumnを 取 り外 し,新 しい マ イ ク ロチ ュー

ブ に移 しNuclease-FreeWater30p1を 添 加 した。1分 間,

室 温 で イ ンキ ュベ ー トした後,13,000rpmで1分 間遠 心 し

た。SVMinicolumnを 廃 棄 し,マ イ ク ロチ ュー ブ 内 の溶 出 さ

れ たDNAに20μ1のTEBufferを 添 加 した 。この 精製DNA

を シ ー ケ ンス の テ ンプ レー トと した。 シ ー クエ ンス反 応 に は

BigDyeTerminatorv1.1CycleSequencingKITを 用 い,

ABIPRISM310GeneticAnalyzerで 塩 基 配 列 を決 定 し,遺

伝 変 異 の 有 無 を調 べ た。

表 ・1PCRに 用 い た葉緑 体 ゲ ノムプ ライ マー

領域 プ ライ マ ー 配 列

trnH(GUG)

psbA

trnL(UAA)intronF

trnL(UAA)intronR

ACGGGAATTGAACCCGCGCA

CGAAGCTCCATCTACAAATGG

CGAAATCGGTAGACGCTACG

GGGGATAGAGGGACTTGAAC
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図・2ゼ ンテ イ カ の葉 緑体 ゲ ノムtrnH-psbA領 域 の塩 基配 図・3ゼ ンテ イ カ の葉 緑体 ゲ ノムtrnL(UAA)intron領 域 の塩

列 に も とつ く調 査地 ご とのハ プ ロ タイ プ 出現割 合 基配 列 に も とつ く調査 地 ご とのハ プ ロタイ プ 出現割合

3.結 果および考察

爾 志 郡 乙部 町 と厚 岸 郡 浜 中 町霧 多布 湿 原,霧 多布 岬 に分 布

す るゼ ン テ イ カ の葉 緑 体 ゲ ノ ムtrnH-psbA領 域 の塩 基配

列 を決 定 した結 果,624塩 基(AB716413)を 決 定 で きた 。 し

か し,こ の 領 域 か ら多 型 は検 出 され な か っ た(図 一2)。 こ れ

ま で の 報 告 で は,ウ ラル カ ン ゾ ウで は3箇 所 の 多 型 が検 出 さ

れ,4種 のハ プ ロ タイ プ が6),ミ ズ ナ ラ で は10箇 所 の 多型 が検

出 され,11種 の ハ プ ロ タイ プ が 見 出 され12),多 型 が 見 られ な

か っ た本 実験 の結 果 とは異 な っ た。

trnL(UAA)intron領 域 の塩 基 配 列 を決 定 した結 果,591

塩 基 を 決 定 で き,4箇 所 で 多型 が 検 出 で き た 。trnL(UAA)

intron領 域 で検 出 され たハ プ ロ タ イ プ とそ の塩 基 配 列 を表 一2

に示 す 。 検 出 され た4箇 所 の 多 型 の うち3箇 所 は1塩 基 の挿 入

で あ り,1箇 所 は1塩 基 置 換 で あ った 。 これ らの遺 伝 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(AB727660-AB727665)。 道 東 ・道 南 に お け る ゼ ン テ

イ カ の葉 緑 体 ゲ ノ ムtrnL(UAA)intron領 域 の塩 基 配 列 に も

とつ く採 取 地 ご との ハ プ ロ タイ プ 出現 割 合 を 図一3に示 す 。 乙

部 町 で採 取 した9個 体 のハ プ ロ タ イ プ割 合 はA:C:D:E:F

が3:1:3:1:1と なった。霧多布湿原では,採 取した14個

体のハプロタイプ割合は,A:Bが13:1と なった。霧多布岬

では,採 取 した14個 体のハプロタイプ割合は,A:B:Dが

12:1:1と なった。ハプロタイプAは いずれの調査地でも確

認できたが,ハ プロタイプBは 浜中町でしか確認できなかっ

た。また,ハ プロタイプDは 霧多布岬と乙部町で確認できた。
一方,ハ プロタイプC,E,Fは 乙部町でしか確認できず,

地域間で出現するハプロタイプやその出現割合に差が生じた。

さらに,乙 部町のゼンテイカは浜中町に比べ,遺 伝変異に富

んでいることが明らかになった。 これまでの報告ではゼンテ

イカのtrnL(UAA)intron領 域に8箇所の多型が検出され,8

種のハプロタイプが報告 されている10)。また,北 海道では3

箇所の多型が検出され,3種 のハブnタ イプが報告 されてい

る。 これらの多型は本実験で検出された多型 とはいずれも一

致せず,4箇 所の多型が本実験で特異的に検出された。一方,

本実験の調査地に近い釧路と江差は同じハプロタイプであっ

たと報 じられ,霧 多布湿原や霧多布岬と乙部町では大きな違

いの見られた本実験結果 とは異なった。

以上の結果,個 体数の減少や個体群の消失が危惧される霧

多布湿原のゼンテイカの個体群を復元する場合,非 常に近い

表・2trnL(UAA)intron領 域 で検 出 され たハ プ ロ タイプ とそ の塩基 配列

170-176 201-207 429-435 503-509

ハプロタイプA

ハプロタイプB

ハプロタイプC

ハプロタイプD

ハプロタイプE

ハプロタイプF

AAAGAT

...A...

GTT CTA

...T...

TCCAGG

…C…

…C…

TCTACAT

…C…

…C…

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,一 は欠 失 して い る こ と を示 す



場所 に自生す る霧多布 岬のゼンテイカであって もtrnL

(UAA)intron領 域に遺伝変異の差があるため,種 子や個体

の移動は遺伝子撹乱を引き起こす可能性がある。しか し,霧

多布湿原と霧多布岬の個体群の遺伝的類似性は97%で,霧 多

布湿原 と乙部町の個体群の遺伝的類似性は33%で あること

から,乙 部町に比べ,霧 多布岬か ら種子や個体の移動を行っ

た方が遺伝子撹乱を引き起こす可能性が低い ことが伺われ

る。

今後,調 査地や対象植物を増やすことで基礎的知見を集積

し,個 体数の減少や個体群の消失が危惧される個体群を復元

する場合の指針を検討できればと考えている。
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