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研究成果の概要（和文）：リンドウとアキノタムラソウの渓流沿い集団の起源を明らかにすることを目的とし、
SSRによる集団解析を行った。リンドウでは集団クラスタリングの結果、四国の渓流沿い集団は単一のクラスタ
ーを形成したが、他の渓流沿い集団は独立にクラスターを形成した。また、すべての渓流沿い集団は陸上集団と
まとまらならなかった。このことから、リンドウの渓流沿い集団は地域ごとに起源したことが示唆された。アキ
ノタムラソウでは集団クラスタリングの結果、5クラスターに分類された。アキノタムラソウの渓流沿い集団は
混成集団、または、他地域の陸上型とクラスターを形成した。そのため、渓流沿い集団は地域ごとに独立に起源
したことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Population genetic analyses based on microsatellite markers were conducted 
on Gentiana scabra and Salvia japonica in eastern Japan to examine the origin of their riparian 
populations. For Gentiana scabra, the result of STRUCTURE simulations, riparian populations were  
clustered separately, except for those of some Shikoku populations. Furthermore, all riparian 
populations did not consist a cluster with inland populations. These results suggested that the most
 of riparian populations might be independently originated form local ancestral populations in 
Gentiana scabra. Clustering analyses on raiperian Salvia japonica populations also supported their 
independent origin from their local ancestral populations.

研究分野：植物系統分類学

キーワード： 渓流沿い植物　マイクロサテライト
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	

	 日本の河川は河口から源流までの距離が短

く急勾配である。そのため、河岸に生育する

植物は急激な増水時の流水による強い選択圧

を受けている。渓流沿い植物とは河川が増水

した際に冠水する環境に生育する植物であり、

細い葉や強靭な茎を持つという環境適応が見

られる植物群である。これらの渓流沿い植物

に対して、これまで新分類群としての記載、

陸上型の葉と渓流沿い型の葉の比較解剖学的

研究、遺伝的解析による渓流型の系統を明ら

かにする研究が行われてきた。その結果、渓

流沿い植物は単一起源（e.g.	Yatabe	et	al.	

2009）のものや、複数回起源である（e.g.	三

井.	 2013）ものがあることが明らかにされて

いるが、多くの渓流沿い植物がどのような祖

先集団から、起源したのかについては不明で

ある。特に、四国の河川では多くの渓流沿い

植物が見られ、それらの推定祖先である陸上

型の分布が冷温帯を中心に分布する群が多い

（小川	 2000）。	 申請者はアキノタムラソウ

を対象に渓流沿い集団と陸上型集団の形態お

よび繁殖生態の違いについて研究を行ってき

た。アキノタムラソウは四国では照葉樹林か

ら亜寒帯まで生育する多年草で、渓流沿い集

団では陸上型に比べ矮小化しており小葉が有

意に細くなっている。さらに、陸上型集団が

７～８月に開花するのに対して、渓流沿い集

団では開花期が 5 月上旬〜中旬と開花期の分

化が起こっていることを明らかにした。申請

者は移植実験から、アキノタムラソウの高標

高地集団（剣山 1995m）の個体を低地で栽培す

ると５月上旬に開花することを確認している。

このように高標高域のアキノタムラソウが同

程度の標高では渓流沿い集団と同じ時期に開

花することや、陸上型が冷温帯や亜寒帯に分

布する種が多いことから、四国の河川に生育

する渓流沿い植物の多くが、亜寒帯や冷温帯

の植物が河川環境に適応して分化した可能性

が高いと考えられる。このことは、渓流帯が

最終氷期に分布を広げた寒冷地植物の局所的

なレフュージアとなった可能性を示唆してい

る。このような視点からの渓流沿い植物に対

するアプローチはこれまで行われていない。

そのため、本研究を計画するに至った。	

	

２．研究の目的	

	 本研究では西日本を中心に分布する渓流沿

い植物であるリンドウとアキノタムラソウに

ついてマイクロサテライトマーカーを使用し

た集団解析を行い、その起源について明らか

にすることを目的とした。	

	

３．研究の方法	

（１）採集・DNA 抽出・フラグメント解析	

	 リンドウとアキノタムラソウのサンプリン

グは図 1 に示した地点で行った。リンドウは

22 集団から 11–29 個体ずつ、計 474 個体をア

キノタムラソウは 20 集団から 14–23 個体ず

つ、計 380 個体を採集した。生葉から、DNeasy	

Plant	Mini	Kit(Qiagen)を使用し、全 DNA の

抽出を行った。	

	 リンドウとアキノタムラソウの解析に使用

したマイクロサテライトマーカーは表 1 と 2

に示した。アキノタムラソウで使用した、

Salvia4、Salvia6、Salvia12、Iso9、Iso47 は

本研究の過程で開発したものである。リンド	

ウについては Sato–Ushiku	 et	 al.	 (2011)に

より開発されたプライマーのうち 10 個を使

用した。	
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	 各マイクロサテライトは蛍光色素（Beckman	

Dye	2–4）で修飾したプライマーにより、Type-

it	Microsatellite	PCR（Qiagen）を使用して

増幅を行った。PCR 産物はサイズスタンダー

ド	GenomeLab	size	standard	400（AB	SCIEX）

を加え、オートシーケンサー	CEQ-8000	（AB	

Sciex）により、フラグメント解析を行った。	

（２）データ解析	

	 リンドウとアキノタムラソウの各集団につ

いて、得られた遺伝子型に基づき、遺伝的多

様性のパラメーター（平均対立遺伝子数、ヘ

テロ接合体の観察値および期待値、固定指数）

を GenoDive	ver.	2.0 を用いて算出した。各

集団におけるマーカーのハーディワインバー

グ平衡からのずれと連鎖不平衡の検出は

Genepop	ver.	3.3 を使用して行った。	

	 リンドウとアキノタムラソウの集団の遺伝

的構造は STRUCTURE	 2.3 を用いて解析を行っ

た。admixture モデルと LOCPRIOR オプション

を使用し、リンドウは K=1–K=22、アキノタム

ラソウは K=1–20 について 10 回のシミュレー

ションを行った。すべてのシミュレーション

のMCMCに関して50000回の反復をburn-inと

し、その後の 100000 回の反復を解析に使用し

た。得られた結果は STRUCTURE	HARVEASTER を

使用し、∆K と LnPr(X|K)の値からクラスター

数を推定した。また得られた個体のクラスタ

ーへの帰属確率は pophelper を使用し、グラ

フ化した。STRUCTURE による解析は可能な限

り、1 回目のシミュレーション解析から得ら

れたクラスターが K=2 に分かれるまで、階層

的に行った。	

	 集団間の遺伝的分化は遺伝子分化係数（FST）

により求めた。	

	

４．研究成果	

（１）遺伝的多様性	

	 リンドウとアキノタムラソウの遺伝的多様

性のパラメーターは表３及び表４に示した。

リンドウの平均対立遺伝子数は 4.3 であり、

ヘテロ接合体の観察値と期待値は 0.50 と

0.53 であった。アキノタムラソウでは、平均

対立遺伝子数は 4.9 であり、ヘテロ接合体の

観察値と期待値は 0.48 と 0.50 であった。す

べての集団において、ハーディワインバーグ

平衡からのずれと連鎖不平衡は検出されなか

った。	

（２）集団の遺伝的分化と遺伝的構造	

	 リンドウ 22 集団に対する STRUCTURE によ

る集団クラスタリングの結果、４つのクラス

ターが得られた（K	=	4:図２）。4 つのクラス

ターは本州・九州北部（Cluster	 I）、四国

1(Cluster	II)、四国 2(Cluster	III)、九州中

南部(Cluster	 IV)と地理的にまとまる傾向が

得られた。さらに、クラスターごとを対象に

した階層集団クラスタリングの結果、各クラ

スターはさらに地域的に細分化された。

Cluster	I では群馬、神戸・岡山、広島・長崎

の 3 つに分かれた。Cluster	II では那賀川は

他の集団と区別された。Cluster	 III では落

合峠・剣山、四国カルスト・窪川の陸上型集団

のまとまりと吉野川・仁淀川・四万十川の河

川集団がまとまる結果になった。Cluster	 IV

では阿蘇の集団と宮崎南部の陸上集団がまと

まり、河川集団は別々のクラスターになった。	

	 リンドウ 22 集団の FSTの値は 0.03–0.51 で
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あり、渓流沿い集団間では 0.20–0.49 と比較

的大きく、地域内の陸上型集団との間の遺伝

的分化が低い傾向が見られた。これらのこと

から、リンドウの渓流沿い集団は地域ごとに

独立に起源している可能性が示唆された。渓

流沿い集団は当初の予想とは異なり、高標高

域の集団とはクラスターを形成しなかった。

特に Cluster	 III では吉野川・仁淀川・四万

十川の渓流沿い集団が遺伝的に近く、クラス

ターにまとまることから、単一起源の可能性

が示唆された。	

	 アキノタムラソウは STRUCTURE によるクラ

スタリングの結果、5 つのクラスターに分類

された（図３）。貞光川（Cluster	I）、一宇・

風呂塔（Cluster	II）、剣山・奥津渓谷（Cluster	

III）、四万十町（Cluster	IV）、宮崎小丸川渓

谷（Cluster	V）についてはほとんどの個体が

比較的高い割合（85%以上）で、集団へ帰属し

ていたが、その他の集団では 2〜4 つのクラス

ターの遺伝的特徴が混ざり合っていた。	 ア

キノタムラソウ20集団のFSTの値は0.04—0.36

であり、河川間では 0.06–0.35 であった。九

州と中国地方ではサンプリングできた集団が

少なく、傾向が不明であるが、四国の集団で

は、渓流沿い集団は近隣の陸上集団とは遺伝

的に遠く、地理的に離れた陸上集団とより遺

伝的に近い傾向が見られた。	

	 アキノタムラソウでは異なる地域の渓流沿

い集団がクラスターを形成することは無く、

渓流沿い集団は混成集団かまたは、他地域の

陸上型とクラスターを形成した。そのため、

渓流沿い集団は地域ごとに独立に起源してい

る可能性が示唆された。また、渓流集団の近

隣地域の高標高域の陸上集団との遺伝的近縁

性は示唆され無かった。しかし、例えば、那賀

川 1（SJ4）と鷲敷（SJ5）や貞光川（SJ7）と

一宇（SJ8）のように渓流沿い集団の近隣の陸

上集団とは遺伝的に異なっている傾向が見ら

れた。このことは、渓流集団と近隣の陸上型

とでは起源が異なっていることを支持する結

果であると思われる。	
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