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研究成果の概要（和文）：本研究は、絶滅のリスクが高いクスノキ科熱帯樹木ウリンについて、系統地理学的研究を行
い木材の違法流通阻止と保全区域の設定に寄与することを目的とした。次世代シーケンサーを用いて、遺伝解析に必要
な核SSRマーカー16座の開発と葉緑体シーケンシング領域の決定を行った。次に、インドネシアのスマトラ島およびカ
リマンタン島の9つの森林に生育する全310個体の遺伝解析を行った。その結果、本種が明瞭な遺伝構造を有し、集団間
の遺伝的分化も生じていることが明らかとなり、保全区域設定のための基礎情報を得ることができた。また、葉緑体ハ
プロタイプは各森林に固有のものが多く、違法流通チェックに有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In order to prevent the illegal sell of wood and to contribute the establishment 
of conservation area of Ulin (Eusideroxylon zwageri), which is highly threatened, we conducted the 
phylogeographic study of this tropical Lauraceae tree species. Sixteen nuclear microsatellite markers are 
developed and sequencing regions in chloroplast are decided by Next generation sequencer analysis. 
Totally 310 individuals in 9 populations located in Sumatra Island and Kalimantan Island, Indonesia, are 
genetically analyzed. The essential information for establishment of the conservation area is obtained, 
that this species have clear genetic structure and the genetic differentiation among populations. Most of 
chloroplast haplotypes, being peculiar to each population, are useful for checking of illegal sell of 
this species.

研究分野： 森林遺伝育種学

キーワード： 希少樹種　核SSR　　葉緑体DNA　　次世代シーケンサー
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１．研究開始当初の背景 
ウリン(Ulin; Eusideroxylon zwageri)は、

スマトラ島南部、ボルネオ島、両島間の島々、
フィリピンのスールー諸島及びパラワン島
に分布するクスノキ科の高木であり、その堅
牢で白アリに強く、腐朽しにくい性質から、
外構材として世界的に賞用される樹木であ
る（PROSEA,1994）。我が国におけるウッド
デッキ用の板材の販売価格は、板幅にもよる
が、およそ 15 万円/m3 から 40 万円/m3 と
高価である。そうしたことから、熱帯樹木の
中でも伐採圧が高く、違法伐採も横行してお
り 、 IUCN の レ ッ ド リ ス ト に お い て
Vulnerable（危急） A1cd+2cd に分類され
ている。特に、インドネシアのカリマンタン
では、直接の伐採の他、石炭採掘による林地
開発などにより、その天然林は著しく減少し
ている。そのため、天然林の保全と同時に人
工林による資源造成の早急な実施が望まれ
ている。人工林の造成が進むことによって、
天然林の伐採圧を低下させることが可能と
考えられるが、ウリンの成長は 16 年生で樹
高9～14m と比較的遅く（PROSEA,1994）、
育種による成長改善や造林法の確立が求め
られる。そこでまず、保全区域設定と造林の
ための種苗配布区や育種区の設定が必要と
なるが、本種の遺伝的多様性に関する情報は、
東 カ リ マ ン タ ン (Rimbawanto and 
Widyatmoko, 2006) や ス マ ト ラ 島
(Widyatmoko et al., 2011)の集団についての
RAPD 分析によるものしかなく、必要な情報
は決定的に不足している。さらに、ウリンの
分布域を網羅した、系統地理学的研究もおこ
なわれておらず、世界で流通している本種木
材の出所や適法性を検証する手立てはない。
そのため、本種の遺伝的多様性の解明と、保
護区や種苗配布区の設定や育種は急務であ
る。 

 
２．研究の目的 

世界的に外構材として賞用され、絶滅のリ
スクが高いとされるクスノキ科熱帯樹木ウ
リン(Ulin; Eusideroxylon zwageri)について、
その分布域全体を対象にした系統地理学的
研究を行い、木材の違法流通阻止と保全区域
の設定に寄与する。また、個別集団の核 DNA
マイクロサテライト分析により、集団内・集
団間の遺伝的多様性の状態を測定し、集団の
保全策立案に資する。これらの情報を統合し、
遺伝的多様性に配慮した現地外保存林の決
定を行うとともに、育種集団としての活用を
目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) マーカー開発 
ウリンの集団解析に資する核DNAマーカー

と葉緑体 DNA マーカーを開発する。まず初め
に、両 DNA マーカーの開発のために、次世代
シーケンサー（Ion Proton および Ion PGM）
を用いて、ゲノムワイドに DNA の塩基配列情

報を取得する。得られた DNA 断片を CLC 
Genomics Workbench (CLC bio)を用いてアセ
ンブリし、コンチグを得る。 
核 DNA の SSR マーカー開発時には、MISA（ソ

フトウェア）を用いて、得られたコンチグか
ら SSR 部位を抽出しマーカーを開発する。開
発したマーカーは Kutai 自然公園（インドネ
シア東カリマンタン）から採取したウリン 32
個体を用いて、多型性の確認を行う。 
葉緑体の DNA マーカー開発時には、得られ

たコンチグを BLAST にかけ、葉緑体 DNA の可
能性が高いコンチグを抽出し、それをレファ
レンス配列とする。レファレンス配列にプラ
イマーを設計し、設計したプライマー領域を
異なる集団由来のウリンサンプルでPCR増幅
し、PCR 産物をシーケンシングし、比較する
ことで葉緑体 DNA 変異の有無を確認する。 
 

(2) 集団遺伝解析 
インドネシアのカリマンタン島の7つの森

林とスマトラ島の2つの森林から採取したウ
リンを実験材料とする。 
(1)で開発した核 SSR マーカーを用いた解

析では、DNA 抽出キットを用いて、各集団 30
個体以上のウリンから DNA 抽出を行う。開発
した核 SSR マーカーを用いて、集団間および
個体間の遺伝的比較を行う。具体的な比較項
目は、遺伝的多様性の各種指標（ヘテロ接合
度、アレリックリッチネス、近交係数）、遺
伝構造の各種指標（ストラクチャー解析、地
理的遺伝構造解析）である。 
(1)で開発した葉緑体 DNA マーカーを用い

た解析では、各集団から 8個体ずつウリンを
選び、PCR 増幅と、増幅産物のシーケンシン
グを実施し、集団間の遺伝的比較を行う。具
体的には、葉緑体ハプロタイプネットワーク
の作成と葉緑体ハプロタイプ分布を明らか
にする。 
 
(3)植林用苗木の遺伝的多様性  
今後、本種の保全を考えるうえで現地外保

全林の設立や林業利用の人工造林が不可欠
であり、これらの遺伝的多様性を担保する必
要がある。そこで、すでにムラワルマン大学
の圃場で植林のために育てている実生苗に
ついて遺伝的多様性を評価した。実生苗 96
個体の葉を採取し、(1)で開発した 5 つのマ
イクロサテライトマーカーを用いて解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) マーカー開発 
核 SSR マーカーに関して、2 塩基繰り返し

と 3 塩基繰り返しを中心に、計 16 座のマー
カー開発に成功した。特に、Kutai のウリン
サンプルを用いて行ったマーカーの多型性
の確認において、対立遺伝子数が 2-19 個あ
り、連鎖平衡はほとんどなく、集団遺伝解析
に資する質のマーカーであった。 
葉緑体 DNA マーカーに関して、葉緑体 DNA



上の 16 か所の異なる場所に設計した領域で
SNP、INDEL、SSR などの種内変異が発見され、
葉緑体変異に着目する遺伝解析に有用なマ
ーカー開発に成功した。 
 
(2) 集団遺伝解析 
開発した核 SSR マーカーの内、特に多型性

の高かった 11 個のマーカーを用いて、310 個
体の遺伝子型決定を行った。検出された遺伝
子型は 299 タイプで、同一の遺伝子型が同一
の森林内から検出され、栄養繁殖由来の個体
が定着している実態が示唆された。遺伝的多
様性の指標のヘテロ接合度およびアレリッ
クリッチネスの値は、スマトラ島で低く、カ
リマンタン島で高く、ウリンの分布の中心は
スマトラ島ではないことが示唆された。 
 
表１ ウリンの島ごとの遺伝的多様性 

 HE＊ AS＊ 近交係数＊ 
スマトラ島 0.53 1.49 -0.097 

カリマンタン島 0.66 1.62 0.122 

HEヘテロ接合度,ASアレリックリッチネス 
＊2つの島で有意に異なる(p<0.05) 
 
ストラクチャー解析の結果から、カリマン

タン中部と東部は遺伝的に類似していて、カ
リマンタン西部、スマトラ島にはそれぞれ異
なる遺伝的集団が分布していた(図１)。また、
遺伝的距離と地理的距離の間には有意な相
関があり(図２)、明瞭な集団間の遺伝的分化
が明らかになった。 
 

 
図１ ストラクチャー解析の結果 
上段は 2つのジーンプール、下段は 4つの

ジーンプールを仮定 
 

 

図２ 集団間の地理的距離と遺伝的距離の
関係 

葉緑体 DNA 解析では、計 72 個体ウリンに
ついて、それぞれ約 3100bp の塩基配列を決
定した。その結果、葉緑体ハプロタイプが 21
タイプ(A～U)検出された。検出された葉緑体
ハプロタイプの遺伝的関係を図３に示した。
また、ハプロタイプの地理的分布を図４に示
した。15 タイプはそれぞれ一つの森林のみか
ら検出された。一方、6 タイプは複数の森林
から検出され、さらに、そのうちの 2タイプ
はカリマンタン島とスマトラ島の両方から
検出され、人為による種苗の移動が示唆され
た。 
 

図３ 検出された２１の葉緑体ハプロタ
イプの遺伝的関係 
 
 

図４ 葉緑体ハプロタイプの地理的分布 
 
以上のことから、インドネシアにおいて、

ウリンが明瞭な遺伝構造を有していること
が明らかとなり、保全区域設定の基礎的情報
を得ることができた。種苗の移動に際しては、
これらの遺伝構造へ悪影響が及ばないよう
に細心の注意を払うべきであろう。また、検
出された葉緑体ハプロタイプは各森林に固
有のものが多いことから、本研究で開発した
葉緑体シーケンシング領域は違法流通チェ



ックに有用であると考えられた。 
 

(3) 植林用苗木の遺伝的多様性 
5 つのマイクロサテライトマーカーで解析

した実生集団の遺伝的多様性（HE＝0.78）は
カリマンタンの成木集団の遺伝的多様性（5
座の平均 HE＝0.76）と同程度で、スマトラの
遺伝的多様性（5 座の平均 HE＝0.64）よりも
高かった。このことから、ムラワルマン大学
で育てている実生苗は十分な遺伝的多様性
を保持しているといえる。 
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