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研究成果の概要（和文）： 

森林に対するニーズの多様化に伴い、広葉樹造林が拡大しつつある。広葉樹については種苗
配布に関するルールがない現状にある。地域固有の適応的変異の保全のためには遺伝子攪乱の
リスクを回避し、適切な種苗を用いることが重要である。ブナを対象樹種として、葉緑体ゲノ
ム上のDNA多型を探索しSNPマーカーを開発した。また、分布域全体を網羅する698地点の4,321
個体から分析用試料を採取し、葉緑体 DNAの LSC領域の 3領域の 18SNPを分析し、ハプロタイ
プを明らかにした。ハプロタイプの類縁関係を明らかにするとともに、得られたデータを用い
て精細なハプロタイプ地図を作成した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

As needs of human society to forest ecosystem diversifying, planting of broad-leaved 
trees is now increasing. Currently, there are no rules regarding the seed transfer of 
broad-leaved trees. It is crucial to use appropriate planting stocks to achieve 
conservation of adaptive genetic variation that harbored in each of different regions, 
avoiding the risks of genetic disturbance. Fagus crenata as targeted species, we 
identified DNA polymorphisms on chloroplast genome, and developed SNP markers. 4,321 
samples were collected from 698 locations covering almost whole range of F. crenata, and 
surveyed 18 SNPs at three regions in the large single copy region of the chloroplast genome, 
and determined their haplotype. We investigated relationship of chloroplast haplotypes, 
and constructed fine haplotype map. 
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１．研究開始当初の背景 
近年の森林に対するニーズの多様化に伴

い、森林には生態系サービスの提供や生物多
様性保全の場としての機能も求められてい
る。木材生産以外の森林の多面的機能が期待
されるようになり、ブナ等の有用樹種を用い
た広葉樹造林が拡大しつつある。スギ、ヒノ
キなどの林業造林樹種については、林業種苗
法により造林に用いる種苗の流通範囲が種
苗配布区域として定められているが、広葉樹
については、種苗配布に関わるルールが定め
られておらず、広域での種苗の流通が行われ
ている（小山, 2005）。 

ブナ等の森林樹木はしばしば広い分布域
を持ち、異なる自然環境下で生育している。
また、森林樹木は一般的に長寿命で固着性が
高く、更新の際に花粉と種子の撒布により遺
伝変異を移動させる以外は、定着した場所で
その長い世代時間を過ごす。このため、同一
種であっても、異なる地域の個体群は異なっ
た環境適応性を有していると考えられる。人
為により種苗を移動させるなどして、遺伝的
に異なった系統で交配が行われた場合、遺伝
子間相互作用などが原因となって遠交弱勢
が生じ、地域個体群の適応性が低下する。こ
のため、広域的な種苗の流通を伴った造林は、
各地域に適応した遺伝子プールを撹乱し、適
応的な地域固有性の破壊（遺伝子攪乱）をも
たらす危険性が高いとされている（Hufford & 
Mazer, 2003）。このため、主要な有用広葉樹
について、種内の系統地理学的な構造を解析
し、異なる地域系統の有無とその分布パター
ンを詳細に明らかにすることは、地域固有の
遺伝変異を適切に保全するために重要であ
る。 
 
２．研究の目的 

本研究では、日本の冷温帯落葉樹林の主要
な広葉樹であり国内に広く分布し、なおかつ
林業上有用な樹種でもあるブナを対象樹種
とし、葉緑体ゲノム上の DNA多型を分析する
ことにより、異なる遺伝的系統グループ（葉
緑体ハプロタイプ）を把握し、精細なハプロ
タイプ地図を作成する。また、系統地理学的
構造をもとに、ブナにおける種子散布を介し
た過去の地史的分布変遷を解明する。 
 
３．研究の方法 

葉緑体ゲノムは被子植物では一般的に母
性遺伝する。葉緑体ゲノム上の DNA多型（1
塩基多型（SNP）と挿入/欠失（InDel））を分
析することで、ブナの葉緑体ハプロタイプを
明らかにすることができ、各地域からサンプ
ルを採取し分析することにより、ハプロタイ
プ地図を作成することができる。 
本研究の特色は、1)葉緑体ゲノム上の広範 

 
図－１ 試料を採取した 698 地点の位置 
緑色のメッシュは第 5 回環境省自然環境保全基礎

調査・植生調査によるブナ群落とされていた 3 次

メッシュ 
 
囲での SNPと InDelの探索とマーカー化、2)
多地点サンプリングによる精細なハプロタ
イプの作成である。 
 
（１）SNPと InDelの探索 
地域が異なるブナ 16個体をパネル集団と

して葉緑体の Large Single Copy（LSC）領域
の 11領域の塩基配列を分析して変異を探索
した。SNPと InDelの隣接塩基配列をもとに、
1塩基伸長法で多型を検出可能なプライマー
の設計を行った。 
 
（２）ハプロタイプ分析 
ブナの分布域全体を網羅するように 698地

点 4,321個体から試料を採取し（図－１）、
DNA分析を行った。葉緑体 DNAの trnL-trnF
の遺伝子間領域と matKを含む trnK領域、お
よび trnQ - trnSの遺伝子間領域の 18の SNP
について 1塩基伸長法による SNP分析を行い、
各個体の SNP多型を明らかにし、ハプロタイ
プに区分した。各ハプロタイプの類縁関係を
明らかにするために、プログラム NETWORK 
4.5.0.0を用いて解析し、ハプロタイプ･ネッ
トワークを構築した。また、各サンプルの緯
度・経度データとハプロタイプ・データをも
とにハプロタイプ地図を作製した。 
 
４．研究成果 
（１）SNPと InDelの探索 
葉緑体ゲノムの LSC 領域の 11 領域の

28.6kbについて、パネル集団の塩基配列を明
らかにし、38の SNPと 3つの InDelを同定し
た。38SNP の内、16SNP についてはプライマ
ーを開発した。 



 

 

 
（２）ハプロタイプ分析 
①ハプロタイプの分布と類縁関係 

698 地点 4,321 個体から採取したサンプル
を用いて SNP分析を行い、核ハプロタイプを
同定したところ、15のハプロタイプが検出さ
れた。ハプロタイプ間の類縁関係を表すハプ
ロタイプ･ネットワークを図－２に示す。ま
た、ハプロタイプの分布図を図－３に示す。 

ハプロタイプは、A, B1, B2, C から成るグ
ループ（グループ 1）、F1, F2, Gから成るグ
ループ（グループ 2）、K, L, M, N から成る
グループ（グループ 3）、それらの中間型であ
る Dと Eから成るグループ（中間グループ 1）
と O（中間グループ 2）、遺伝的に顕著に異な
る I（グループ 4）とに区分され、各グルー
プは明確に異なった地理的分布を有してい
ることが分かる。各グループの分布域は下記
のようになっている。 
 

グループ 1：北限地域にあたる北海道渡島半
島から大山までの日本海側に分布し、東北
地方では分布域が東側にせり出し、北上山
地などの太平洋側にも広がっている。 

 ハプロタイプ：A, B1, B2, C 
グループ 2：三陸沿岸から阿武隈山地、関東

山地の比較的積雪量が少ない地域と紀伊
半島に分布している。分布は中間グループ
1のハプロタイプ Dと Eによって分断され
ている。本研究では Hは検出されていない
が、Hは Fと類似したタイプであるためこ
のタイプに含めた。 

 ハプロタイプ：F1, F2, G, H 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図－２ ハプロタイプ間の類縁関係を表すネッ

トワーク 

（図中の○印（節）は分析では検出されなかった

ハプロタイプを表し、節と節の間の線分は 1 突現

変異を表す。節間に長方形が描かれている箇所は、

その突然変異がホモプラシーであり、同一色の長

方形は同一塩基のホモプラシーであることを意味

する。任意の２つのハプロタイプ間のパスが長い

程、その 2 ハプロタイプが遺伝的に異なった類縁

関係にあることを示す。本研究で分析したサンプ

ルからは Fujii et al. (2002)でみられた H と J

は検出されなかった。） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図－３ ブナの葉緑体ハプロタイプ地図 
（約 80km 四方の 1 次メッシュを 4 分割した約

40km×40km のメッシュごとにハプロタイプの組

成をパイグラフで示した。各パイグラフの大きさ

は、そのメッシュでのおおよそのサンプル･サイズ

を表している。各ハプロタイプの色は、図－２と

同一の配色を用いた。本図には Fujii et al. (2002)の
データも含めている。） 
 
グループ 3：四国と九州南部に分布する。ま

た広島県の一部で分布が見られた。ただし、
K, L, Mの祖先型と考えられるハプロタイ
プ N は奈良県や静岡県のごく限られた地
点で散在して検出された。 

 ハプロタイプ：K, L, M, N 
グループ 4：大山から九州北部に分布する。J

は本研究では検出されなかったが、Fujii 
et al. (2002)で I と類似したタイプであ
るためこのグループに含めた。 

 ハプロタイプ：I, J 
中間グループ 1：伊豆半島から富士山周辺お

よび長野県南部、岐阜県の積雪量の少ない
地域にみられる 

 ハプロタイプ：D, E 
中間グループ 2：山梨県と神奈川県境のごく

限られた地域でのみ検出された。 
 ハプロタイプ：O 
 
このようにブナの葉緑体ハプロタイプに

は明確な系統地理学的構造が検出された。
Fujii et al. (2002)では、ハプロタイプ A
から Lが検出され、ハプロタイプ Aから Eを
クレード I、F～H をクレード II、I～L をク
レード III と区分した。ハプロタイプ N，O
は今回の研究で始めて検出され、また、B1と



 

 

B2、F1と F2は今回の研究で trnQ-trnS 領域で
SNP が同定されたことにより区分された。大
山ではクレード Iとクレード IIIが、また蔵
王山系などではクレード I とクレード II の
境界がみいだされた。これらの地域ではブナ
林が連続的に分布しているが、葉緑体ハプロ
タイプからみた遺伝的系統という意味では
明瞭に異なった系統が接して分布している。 

分析個体数が 3 個体以上の 553 集団の内、
535集団（96.7%）は単一ハプロタイプのみに
よって占められ、複数のハプロタイプがみら
れるのは、異なるハプロタイプの分布境界域
周辺のみに限られていた。このことはブナの
種子が主に重力散布によって散布されるこ
とと関係があると考えられる。また、赤石山
地はハプロタイプ D と E の分布境界となり、
越後山地はハプロタイプ Bと Fの分布境界に
なっており、急峻な山地が種子散布の際の障
壁となりハプロタイプの境界となっている
地域がみられた。 

 
②葉緑体ハプロタイプから推測される
ブナの地史的な分布変遷 

ハプロタイプ Lは四国と九州南部、広島県
のサンプルから検出された。日向灘や瀬戸内
海は 13,000～10,000 年前頃から次第に形成
されたことを考えると、このような分布には
それ以前の時代のブナの分布が影響してい
ると考えられる。 

ハプロタイプ Nはグループ 3の他の 3つの
ハプロタイプの祖先型、O はグループ 2 と 3
の全てのハプロタイプの祖先型と考えられ
る。Nは九州中部の数地点と奈良県の数地点、
富士山周辺の地質的に古い山地に散在して
いた。O は富士山周辺の地質的に古い山地の
1 箇所でのみ検出された。これら 2 つのハプ
ロタイプが、グループ 3の主たる分布域とは
離れた中部日本で散在的に分布がみられる
のは、最終氷期以前の過去の分布変遷の影響
を遺存的に残しているためと思われる。 

 
 
葉緑体ゲノムの進化速度は、核ゲノムより

も遅いため（Wolfe, 1987）、ある領域で 1塩
基が異なると、それは数万年前に分岐したこ
とを意味する（Okaura & Harada, 2002）。ブ
ナの葉緑体では多くの変異がみられるため、
ブナは地史的に古い時代の歴史を現在に遺
しているものと考えられる。葉緑体は母性遺
伝するため、葉緑体ハプロタイプの違いは種
子散布を通じて伝播された母系の歴史が異
なることを意味する。日本列島は日本海側と
太平洋側で大きく気候が異なる。葉緑体のハ
プロタイプの分布もそれとほぼ対応して、東
日本では、日本海側にグループ 1のハプロタ
イプが、太平洋側にはグループ 2のハプロタ
イプが分布している。これらの二つの母系グ

ループは長年に渡って異なった自然選択の
歴史を経てきたとすると、核 DNAの構成も異
なっていると予想される。Hiraoka & Tomaru 
（2009）はブナ 23 集団の核 SSR14 マーカー
について解析し、遺伝的構成が太平洋側と日
本海側で大きく異なり、またそれらの分布は
植物社会学的にみたブナ林の種組成のパタ
ーンの違いともよく一致することを明らか
にした。このような結果は、ブナでは葉緑体
ハプロタイプで把握される遺伝的系統の違
いは、核 DNAの遺伝的構成とも対応関係があ
ることから、葉緑体ハプロタイプを遺伝的系
統の指標として用いることができ、遺伝的多
様性の保全に配慮した適切な種苗配布の検
討に有効であると考えられる。 
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