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研究成果の概要：富山県と新潟県におけるヤブツバキとユキツバキの交雑帯において遺伝的変

異を解明した。まずヤブツバキの近縁種であるチャの EST 配列から EST マーカーを新規に開

発した。葉緑体マーカーの開発も行った。35 個の EST マーカーを利用して約 300 個体を解析

したところヤブツバキ型とユキツバキ型に対応するクラスターが得られた。葉緑体ハプロタイ

プは 10 個が見出された。３個の遺伝子座については正の選択を受けた可能性があることが示

唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生物の環境への適応を遺伝子レベルで
研究することが可能となってきている。実験
技術の進展によってｍRNA として発現して
いる遺伝子の塩基配列（Expressed Sequence 
Tag: EST）を決定することが比較的容易にな
ったためである。EST を遺伝マーカーとして
利用することによって従来の中立マーカー
では解析が困難であった自然選択を把握で
きる可能性が高くなった。なぜならば EST
は機能を持った DNA 領域だからである。さ
らに EST には大きな遺伝的変異を期待でき

るマイクロサテライト配列（SSR）を含む場
合がしばしばある。したがって EST-SSR マ
ーカーは自然集団を対象とした進化的解析
に有効であると期待される。 
 
(2) 日本に分布するツバキにはヤブツバキ
とユキツバキがある。ヤブツバキは関東以西
の照葉樹林に広く分布する。分布北限は青森
県で関東以北では海岸沿いに分布し冬の乾
燥した気候に適応している。一方、近縁のユ
キツバキは日本海側の豪雪地帯に分布する。
分布の南西限は滋賀県北部で最深積雪１５
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表１　新規に開発されたESTマーカーの遺伝的多様性

Accession No. Size range (bp) Na Ho/He F
CV013583 266-279 5 0.74/0.67 -0.10
CV013617 450-470 4 0.61/0.61 0.00
CV013670 386-392 3 0.39/0.41 0.05
CV013840 413-424 5 0.70/0.69 -0.01
CV013841 194-203 2 0.04/0.04 0.00
CV014520 292-320 7 0.78/0.80 0.02
CV014553 202-208 2 0.13/0.20 0.34
CV066969 120-124 2 0.52/0.51 -0.02
CV066981 180-201 12 0.91/0.88 -0.04
CV699843 475-481 3 0.22/0.20 -0.07
DN976177 354-357 2 0.35/0.35 0.00
DN976212 308-317 8 0.52/0.67 0.22
F =1-Ho /He

０ｃｍ以上の多雪環境に適応している。ユキ
ツバキは過去の気候変動において多雪地帯
に取り残され、その後にヤブツバキが進出し
てきたといわれている。ヤブツバキとユキツ
バキとでは花や葉の形態、さらには光合成や
気孔の反応特性も異なっていることが示さ
れているが、分布が接する場所では自然に交
雑し交雑帯を形成する。交雑帯では遺伝子に
よって子孫に伝達される様式や程度が異な
る場合があるなど進化的に面白い現象が観
察される場合がある。したがってヤブツバキ
とユキツバキは環境適応と進化を考える上
で興味深い研究材料であると言える。 
 
２．研究の目的 
 
(1) EST マーカーを開発すること。 
(2) 交雑帯の空間遺伝構造を解明すること。 
(3) ヤブツバキとユキツバキの遺伝的変異
の比較により自然選択の寄与を推定するこ
と。 
 
３．研究の方法 
(1) マーカー開発 
データベース（dbEST）に登録されている

2172個のチャの EST配列を取得し
read2Marker ソフトウェア(Fukuoka et al, 
2005)により EST-SSRに対して PCR プライマ
ー配列を設計した。ヤブツバキの DNAを鋳型
にして PCRを行い増幅を確認した後、16 個体
の多型スクリーニング用のパネル DNA（ヤブ
ツバキおよびユキツバキを含む）で多型をス
クリーニングした。さらに野菜茶業研究所で
開発されたチャの EST-SSRマーカーの 35個
を同じ 16個体のパネル DNA でスクリーニン
グした。 
 データベースにあるチャの EST配列から
189個を選択し Primer3ソフトウェア(Rozen 
& Skaletsky, 2000)を用いて PCRプライマー
を設計した。ツバキ属の 3種（チャ、ヤブツ
バキおよびユキツバキ）の DNAを鋳型にして
PCRを行い増幅を確認した後、16個体の多型
スクリーニング用のパネル DNAについて PCR
を行い PCR産物のダイレクトシークエンシン
グを行た。塩基配列をアラインメントしてに
よる断片長多型を探索した。これらの多型に
対して PCRプライマーを設計した。 
 母性遺伝する葉緑体についてもマーカー
開発を行った。既知の葉緑体用のプライマー
を用いて 16 個体のパネル DNA を鋳型にして
PCRを行ない産物をダイレクトシークエンシ
ングして断片長多型を示す領域をスクリー
ニングした。 
 
(2) DNAサンプル 
 ヤブツバキとユキツバキの交雑帯がみら
れる新潟県と富山県において 9箇所からサン

プリングを行い 239個体から改変 CTAB 法に
より DNA を抽出した。このうち富山県におい
ては 1カ所の交雑帯（Z4）を含む。さらに富
山市科学博物館の太田道人専門学芸員から
譲り受けた乾燥標本から富山県および新潟
県における 3つの交雑帯（Z1, Z2, Z3）の 12
箇所に由来する 79個体から DNAを抽出した。
乾燥標本からの DNA抽出に際しては HEPESバ
ッファーで洗浄した葉の粉末から改変 CTAB
法により DNAを抽出した。 
 
(3) 分子マーカーの解析 
 開発したマーカーについて PCRを行った後、
産物をキャピラリーシークエンサー
(AppliedBiosystems社製)で電気泳動し個体
の遺伝子型および葉緑体ハプロタイプを決
定した。STRUCTURE ソフトウェア(Pritchard 
et al, 2000)により admixtureモデルのもと
でベイズクラスタリングを行い Evanno ら
(2005)の方法でメンバーシップ数（K）を予
測した。LOSITANソフトウェア(Antao et al, 
2008)を用いて outlier遺伝子座の検出を行
った。無限対立遺伝子モデルおよびステップ
ワイズ突然変異モデルのもとで 10000回のシ
ミュレーションを行い 99.5%信頼区間を求め
た。 
 
４．研究成果 
(1) マーカー開発 
ソフトウェア read2Markerにより PCRプラ

イマーを 22 対決定した。ヤブツバキの DNA
を鋳型にして PCR したところ 14 対のプライ
マーで増幅を確認し 1対の多型的なプライマ
ー対を得た。野菜茶業研究所で開発されたチ
ャの EST-SSR マーカーの 35 個については 24
個のプライマー対が多型的であった。 
189 個の EST 配列に対して設計したプライ

マーは 73 対がツバキ属の 3 種すべてで増幅
を示した。このうち 61 個のプライマー対で
シークエンシングを行い 29 個のプライマー
対に由来する PCR 産物に挿入/欠失による多
型を見出した。これらのうちから多型的プラ
イマーの 12 対を得た（表１）。総計 37 個の
多型的なマーカーが得られ、このうち 35 個
を用いて以降の解析を行った。 
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葉緑体では 8領域に存在する断片長多型に
ついてプライマーを設計した。総計で 11 個
のハプロタイプを検出した。欠損データの多
かった 1領域をのぞいて以降の解析を行った。 
 
(2) 分子マーカーの解析 
STRUCTURE ソフトウェアによるベイズクラ

スタリングと Evanno ら(2005)の方法より集
団数は 2 個と推定された。これらはヤブツバ
キとユキツバキに対応すると考えられる。Z1
および Z3 ではヤブツバキ型からユキツバキ
型への勾配が見られ交雑帯の形成が明らか
になった（図１）。Z2 では典型的なユキツバ
キ型を示す集団とヤブツバキ型を示すもの
のユキツバキとの交雑が示唆される集団に
別れた。Z4においては１箇所で交雑が示唆さ
れるものの、残りの集団では典型的なユキツ
バキ型に区別された。 
 

図１ メンバーシップ（K=2）の分布図 
赤色：ヤブツバキ型、緑色：ユキツバキ型 
横軸に各個体をとり、それぞれの個体につい
てヤブツバキ/ユキツバキの割合を表す。Z1
から Z4は交雑帯を示す。 

 
 
 
葉緑体ハプロタイプの交雑帯における分

布（図２）と核のメンバーシップの分布図（図
１）を比較すると Z1 においてヤブツバキ型
の葉緑体ハプロタイプとユキツバキ型の核
のメンバーシップを持つ個体が見られるこ
とがわかった。一方で、Z3においては逆にユ
キツバキ型の葉緑体ハプロタイプとヤブツ
バキ型の核のメンバーシップを持つ個体が
見られた。この結果は各交雑帯において異な
る様式で浸透交雑が進行したことを示唆し
ている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
図２ 葉緑体ハプロタイプの分布図 
赤色：ヤブツバキ型、緑色：ユキツバキ型 
Z1 から Z4は交雑帯を示す 

 
 
 
Outlier 遺伝子座の検出を無限対立遺伝子

モデルおよびステップワイズ突然変異モデ
ルのもとで LOSITANソフトウェアにより行っ
たところ、ともに 3 個の遺伝子座が潜在的に
正の選択を受けたと示唆された（図３）。こ
れらの遺伝子座の塩基配列を蛋白質データ
ベース（nr）に対してホモロジーサーチを行
ったところ類似した配列を見出すことがで
きたがその機能は未知であった。 
 
 

図３ FSTと Heのプロット 
赤色の領域：潜在的に正の選択を受けたと考
えられる領域、黄色の領域：潜在的に負の選
択を受けたと考えられる領域、灰色の領域：
潜在的に中立な領域、青色の丸印：マーカー 
無限対立遺伝子モデルおよびステップワイ
ズ突然変異モデルともに同様の傾向を示し 3
個のマーカーが赤色の領域に存在した。この
図は無限対立遺伝子モデルによる。 
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