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研究成果の概要（和文）：草原に生育するヒゴスミレ集団に林床性のエイザンスミレが侵入する事で形成された雑種集
団を用いて、光環境の変化に伴う遺伝的な変化を調べた。339のAFLPを用い遺伝構造と雑種の世代を調べ、母系をatpI-
atpH配列で確認した。葉の厚さ、葉の切れ込みを適応形質として測定した。結果、スギ植林による被陰で雑種個体のゲ
ノムはエイザンスミレに置換わり、ゲノムの置換わりと葉形質の間に相関がみられた。この事は、林床環境に適応的な
遺伝子が、雑種形成後、集団中に固定されてきたことを示唆する。QTL解析のために、形質を分離させたF2雑種443個体
を作成し、5形質を測定、DNA抽出、AFLPによる多型解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We focused hybrid area of two closely related Viola species that was formed by inv
asions of V. eizanensis preferring more shaded places to V. chaerophylloides preferring more open places. 
339 AFLP loci were used to estimate genetic architecture and generation of hybrids. Maternal inheritance w
as confirmed thorough sequencing of cpDNA atpI-atpH. Phenotypic variations were measured by leaf thickness
 and leaf dissection that were diversified between species. Molecular analysis showed that a genome of hyb
rid individuals was replaced by V. eizanensis. Significant correlations were observed between hybrid indic
es and two leaf traits. These results suggested adaptive genes of V. eizanensis to shaded habitats were fi
xed among hybrids and two leaf traits were important for their adaptation to light environments. For QTL a
nalysis, we measured 5 traits for 443 F2 individuals and analyzed AFLP patterns.
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１．研究開始当初の背景 
植物は光環境に適応し、様々な形質を進化さ
せてきている。林床性の暗い環境下に生育す
るエイザンスミレと草原性の明るい環境下
に生育するヒゴスミレを比べると、ヒゴスミ
レは、開放花への投資割合が大きく、葉重／
面積比が小さい葉をより多く生産する。この
背景には、開放花・閉鎖花への投資のトレー
ドオフ、および葉の寿命と葉の数のトレード
オフがあると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（1）ヒゴスミレ集団にエイザン
スミレが侵入することで形成された雑種集
団を用いて、光環境変化に伴って遺伝的な置
換わりが生じているのかを明らかにする。ま
た、（2）QTL 解析で明らかになるトレードオ
フに関わる遺伝子座群が、野外の雑種集団
内で強い連鎖不平衡にあるのかどうかを確
かめる。具体的には、開放花・閉鎖花への投
資、および葉の寿命と葉の数の違いに注目し、
その遺伝的背景を明らかにすることで、エイ
ザンスミレ、ヒゴスミレの適応的種分化の背
景にある2つの「トレードオフ」を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 形質から判断された雑種集団（約 1 
km×1 km）が、実際に雑種かどうか 5 つの
AFLP マーカー（MseI-CAT and EcoRI-ACT, 
MseI-CAC and EcoRI-ACC, MseI-CTA and 
EcoRI-ACA, MseI-CTG and EcoRI-ACT, and 
MseI-CAT and EcoRI-ACA）を用いて明らか
する。広範に分布しているため、1 箇所あ
たり 6 個体ずつ、30 箇所から採集し何処に
雑種が多く分布しているのかを明らかにす
る。雑種を特定する際は、母系遺伝する
atpI-atpH をシーケンスし、同県内で観察さ
れる、エイザンスミレ集団、ヒゴスミレ集
団との比較を行う。解析ソフト NewHybrids
を用いて雑種集団の世代構成（F1、F2、BC
など）を推定する。また、表現形質として
は、種間で分化しており集団内で均一化す
る選択がはたらいている葉の厚さ（春葉重
／面積）を測定する。雑種集団の個体の遺
伝的組成は、解析ソフト Structure を用いて
推定し、光環境勾配に沿った遺伝子型の分
布を調べる。 
 
(2) 同一環境下で生育させている F2、443 個
体を用いてQTL解析を行う。具体的には、AFLP
（MseI-CAT and EcoRI-ACT, MseI-CAC and 
EcoRI-ACC, MseI-CTA and EcoRI-ACA, 
MseI-CTG and EcoRI-ACT, and MseI-CAT 
and EcoRI-ACA）、マイクロサテライトマー
カーを用いて、連鎖地図を作製し、5 項目に
ついて形質測定を行い、拮抗的な多面発現効
果を持つ QTL の検出、および検出された QTL
における方向性選択の歴史を明らかにする。
また、雑種集団を用いて、QTL 解析で特定さ
れたトレードオフに関わる遺伝子マーカー

が、雑種集団内の光環境勾配の中でどのよう
に分布しているのか、また、強い連鎖不平衡
にあるのかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1） 5 つの AFLP プライマーセットを用い
る事で339バンドを得ることができ97.7％の
再現性を得ることができた。339 のバンドの
内エイザンスミレに特有のバンドが 69 個、
ヒゴスミレに特有のバンドが 16 個見つかっ
た。エイザンスミレ、ヒゴスミレに特有の
AFLP バンドの両方を持っている個体が、雑種
集団内で 81 個体（58.3%）見つかった。また、
atpI-atpH のシーケンス結果、Structure によ
るゲノム組成の結果から、ヒゴスミレを母
系に持ちながら、ゲノムがエイザンスミレに
置き換わっている雑種が 9個体つかった。こ
れらの結果は、林床環境に適応的な遺伝子が、
雑種形成後、集団中に固定されてきたことを
示唆する。また、これまでの研究から種間で
多様化している葉形質を測定したところ、ヒ
ゴスミレのゲノムの割合と形質には正の相
関がみられた。この結果は、光環境の適応に
重要だと考えられる葉形質は、両種を識別す
るのに重要な形質である事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今後は、（2）の QTL 解析で特定されるトレー
ドオフに関わる遺伝子座群が、野外の雑種集
団内で強い連鎖不平衡にあるのかどうかを
確かめていく。このような、トレードオフ
に関わる遺伝子座間の強い連鎖不平衡を野
外で実証した研究例はなく、新しい点だと
言える。また、以上のような解析を行うこと
で、実験室で解明されたことが、きちんと野
外で反映されているのかを確かめることが
でき、光環境への適応という植物で一般的な
現象の実態について実証的に迫ることがで
きる。 
 
エイザンスミレとヒゴスミレは姉妹種とい
われているが、形質データからのみである。
そこで、スミレ属全体での 2種の系統関係を
調べるために、全国から 251 個体サンプリン
グを行い、雑種等を含む109種について、rbcL、
atpB-rbcL、rpoC1、 psbK-I のシーケンスを
行った。結果、エイザンスミレ、ヒゴスミレ
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の姉妹種関係が確認された。今後は、シーケ
ンス領域を増やし、解像度を上げスミレ属全
体の系統樹として発表予定である。 
 
（2） 生育させた雑種には大きな形質の分
離が観察された。形質測定は、葉面積、葉重
／面積、葉数、開放花数、閉鎖花数に対して
行い、現在解析を進めている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F2個体443個体についてDNA抽出と5プライ
マーセットでの AFLP による多型解析を行っ
た。現在、波形を読み取る作業を順次進めて
いる。 
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